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RÉSUMÉ 
Régulation de la production de chimiokines induite par des stimuli 
inflammatoires chez les neutrophiles humains : rôle des phosphatidyl-
inositol 3 kinases (PI3Ks), des MAP kinase interacting kinases (MNKs) , 
e t de l'interleukine ( IL)-18. 
Les neutrophiles produisent plusieurs médiateurs peptidiques contribuant à 
l'inflammation lors de la réponse immunitaire contre les agents infectieux. Ces 
médiateurs sont encodes par des gènes dont la transcription est strictement régulée. 
Alors que ces facteurs de transcription sont bien connus, les voies de signalisation 
causant l'activation transcriptionnelle, ainsi que l'initiation de la traduction des 
chimiokines, sont moins bien caractérisées chez les neutrophiles humains. 
En conséquence, nous avons caractérisé le rôle de la PI3K dans cette réponse. 
L'inhibition de la PI3K par le LY294002 a considérablement réduit la sécrétion de 
chimiokines. La nucléofection de dominant-négatifs des sous-unités de la PI3K dans la 
lignée cellulaire PLB-985 différenciée en neutrophiles a confirmé ces résultats. D'autre 
part, le LY294002 a drastiquement inhibé l'expression génique de certaines chimiokines 
sans influencer l'activation des facteurs de transcription. Ceci a aussi été confirmé par la 
double nucléofection des dominants-négatifs et de promoteurs couplés à la luciférase. 
Ainsi, la PI3K affecte sélectivement la transcription de certaines chimiokines et module 
la traduction puisque le LY294002 inhibe la phosphorylation de protéines impliquées 
dans l'initiation de la traduction. 
Puisque les mécanismes contrôlant l'initiation de la traduction sont à peu près inconnus 
chez les neutrophiles, nous avons donc étudié la contribution de MNKI. Le CGP57380, 
un inhibiteur de MNKI, a fortement réduit la sécrétion de chimiokines. Ces données 
ont été confirmées par la nucléofection d'un dominant-négatif de MNKI dans la lignée 
cellulaire PLB-985 différenciée en neutrophiles. De plus, le CGP57380 n'influence pas 
l'expression génique des chimiokines. L'utilisation d'une coiffe synthétique mimant celle 
des ARNms nous a permis de déterminer que MNKI n'y est pas recrutée. Par contre, le 
CGP57380 diminue la phosphorylation de protéines impliquées dans le contrôle de 
l'initiation de la traduction. Nos résultats montrent que MNKI participe au contrôle de 
la traduction des chimiokines. 
Pour terminer, nous avons étudié la contribution de l'IL-18 à la production de 
chimiokines. Nous avons tout d'abord détecté l'expression de l'IL-18 en ARNm et au 
niveau protéique. De plus, bien que l'ARNm de l'IL-18 soit inductible en réponse à 
plusieurs stimuli inflammatoires, seul le LPS peut induire sa sécrétion. Les neutrophiles 
sécrètent de façon constitutive l'IL-18 BP, l'inhibiteur naturel de l'IL-18, bien que cette 
sécrétion ne soit pas modulable. L'IL-18 sécrété en réponse au LPS agit de façon 
autocrine sur les neutrophiles. En effet, le blocage de l'IL-18 réduit considérablement 
l'expression et la sécrétion des chimiokines. En accord avec ces données, l'ajout d'IL-18 
XI 
exogène induit l'expression et la sécrétion de plusieurs chimiokines en activant une 
signalisation intracellulaire semblable aux autres stimuli inflammatoires déjà étudiés. 
Dans leur ensemble, nos résultats dévoilent de nouvelles interactions entre l'IL-18 et les 
neutrophiles. 
En conclusion, les travaux présentés dans cette thèse ont montré que les stimuli 
inflammatoires utilisent en partie la voie de la PI3K au niveau de la transcription; et, au 
niveau de la traduction, les kinases MNKI et PI3K pour induire la production de 
chimiokines par les neutrophiles humains. Ces molécules de signalisation pourraient 
donc représenter des cibles prometteuses pour des interventions thérapeutiques visant 
à abaisser la production de chimiokines dans des pathologies chroniques dans lesquelles 
les neutrophiles et leurs produits jouent un rôle prédominant. 
Mots clés : Neutrophiles humains 
PI3K 
MNK 
IL-18 
Chimiokines 
I 
CHAPITRE l-INTRODUCTION 
I. I Le neutrophile humain 
/. /. / Le système immunitaire et la place du neutrophile dans celui-ci. 
Le système immunitaire agit non seulement contre les agents agresseurs extérieurs (les 
bactéries, les virus, les champignons pathogènes et les parasites), mais aussi contre des 
cellules endogènes transformées comme les cellules tumorales. Pour être efficace, ce 
système de défense nécessite une étroite collaboration entre deux types de réponses 
(KONDRATIEVA et al., 2010): l'immunité innée (ou naturelle) et l'immunité acquise (ou 
adaptative). Les phagocytes (neutrophiles, monocytes, et macrophages) impliqués dans 
l'immunité naturelle constituent la première ligne de défense contre les micro-
organismes et sont primordiaux dans la lutte contre les divers agents pathogènes 
comme Yersinia pestis (LAWS et al., 2010), Pseudomonas aeruginosa (SUN et al., 2009), 
Candida albicans (TIMMINS et al., 2009), et Streptococcus pyogenes (GOLDMANN et al., 
2010) et de nombreux autres. Cependant, les phagocytes ne sont pas toujours en 
mesure d'éliminer complètement les agents infectieux dans l'organisme; par exemple, 
lors des infections chroniques ou persistantes. Dans cette situation, les cellules de 
l'immunité adaptative représentent un moyen de défense permettant de cibler 
spécifiquement un agent infectieux; par exemple, le cas du virus de l'hépatite B (HBV) où 
l'éradication du HBV nécessite une réponse adaptative efficace (CHISARI et al., 2010). 
En outre, l'immunité adaptative permet une protection accrue lors d'une réinfection 
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ultérieure par un même pathogène. Une réponse immune efficace exige une 
coordination entre l'immunité innée et l'immunité adaptative. Les cellules de l'immunité 
innée libèrent des médiateurs peptidiques lorsqu'elles rencontrent les agents pathogènes 
dans la phase initiale de la réponse immune; et, quelques jours plus tard lorsque les 
cellules de l'immunité adaptative sont actives, d'autres médiateurs peptidiques, libérés 
par ces dernières, orientent les cellules de l'immunité innée vers les pathogènes en plus 
de contribuer à renforcer leurs capacités antipathogéniques (DELVES et ROITT, 2000). 
Les neutrophiles influencent également les réponses immunitaires adaptatives en agissant 
comme des cellules présentatrices d'antigènes (APCs) dans certains contextes. En effet, 
plusieurs études ont montré que, suite à une activation in vitro et/ou in vivo par des 
cytokines, les neutrophiles expriment toutes les molécules nécessaires à la présentation 
antigénique (CMH de classe II) et à la co-stimulation des lymphocytes T (CD80 et 
CD86) à leur surface (CROSS et al., 2003; GOSSELIN et al., 1993; IKING-KONERT et 
al., 2001a; OEHLER et al., 1998; RADSAK et al., 2000) à des niveaux semblables ou 
supérieurs aux monocytes lors de la co-activation avec CDI lb (SANDILANDS et al., 
2005). De plus, des études fonctionnelles ont montré que les neutrophiles proprement 
activés présentent des antigènes aux lymphocytes T et sont capables d'induire une 
réponse fonctionnelle chez ceux-ci (FANGER et al., 1997; RADSAK et al., 2000). Ainsi, 
les neutrophiles de patients atteints de la granulomatose de Wegener (une destruction 
des vaisseaux sanguins accompagnée d'une infiltration de neutrophiles dans le nez, les 
poumons et les reins) et de l'arthrite rhumatoïde expriment à leur surface le CMH de 
classe II, le CD80, le CD86; et, de plus, ils présentent des antigènes aux lymphocytes T 
d'une façon dépendante du CMH II dans ce contexte (CROSS et al., 2003; IKING-
KONERT et al., 2005; IKING-KONERT et al., 2001b; SANDILANDS et al., 2006). 
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En plus d'agir comme APCs, les phagocytes produisent plusieurs médiateurs 
inflammatoires de nature lipidique (SAMPSON, 2000) et peptidique (CASSATELLA, 
1999) lors de leur activation qui est induite soit par la phagocytose, soit par 
l'engagement de leurs récepteurs membranaires et les voies de signalisation 
intracellulaire déclenchées (FULOP et al., 2004; GARCIA-GARCIA et al., 2009). Les 
molécules libérées influencent les vaisseaux sanguins et les cellules avoisinantes, ce qui a 
pour conséquence d'augmenter la perméabilité vasculaire et la vasodilatation (DELVES 
et ROITT, 2000; TRACY, 2006). Par la suite, le changement de propriété adhesive de 
l'endothélium amène les leucocytes circulants à s'immobiliser sur les cellules 
endothelials de la paroi vasculaire et à migrer à travers celle-ci pour atteindre le site 
d'infection vers lequel ils sont attirés par des chimiokines ou d'autres agents 
chimiotactiques (DELVES et ROITT, 2000). L'ensemble de ces processus est 
globalement appelé inflammation et les cellules les plus abondantes dans la phase initiale 
au site inflammatoire sont généralement les neutrophiles. 
Les neutrophiles ont longtemps été considérés comme des phagocytes professionnels 
en phase terminale de différenciation incapables de synthétiser de novo les différents 
médiateurs du système immunitaire. Excepté la phagocytose, les autres fonctions leurs 
étant indissociables sont : la migration à travers l'endothélium (diapédèse), la 
chimiotaxie, la dégranulation et la production d'espèces réactives oxygénées (SMITH, 
1994). Il est maintenant évident que les neutrophiles peuvent, en outre, se comporter 
dans certaines conditions particulières comme des cellules présentatrices d'antigène 
(ASHTEKAR et SAHA, 2003) et synthétiser et sécréter plusieurs médiateurs 
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inflammatoires pouvant agir sur les neutrophiles eux-mêmes, les monocytes, les 
macrophages, les lymphocytes B et T, les plaquettes, les cellules endothéliales, les 
fibroblastes, et d'autres types cellulaires (CASSATELLA, 1999; SCAPINI et al., 2005; 
WITTAMER et al., 2005). La somme des résultats obtenus nous permet d'affirmer que 
les neutrophiles jouent un rôle non seulement dans la première ligne de défense faisant 
partie de l'immunité innée; mais ils sont également impliqués d'une façon active dans le 
déclenchement et l'établissement de la réponse immunitaire adaptative (NATHAN, 
2006). Au surplus, ils sont impliqués dans la physiopathologie de plusieurs maladies à 
composante inflammatoire comme l'arthrite rhumatoïde, la goutte, l'athérosclérose, et 
le psoriasis, entre autres (BLOOMFIELD et YOUNG, 1988; FORTIN et al., 2008; 
MALECH et GALLIN, 1987; WEISS, 1989). 
1.1.2 Les fonctions du neutrophil humain. 
La première description des neutrophiles a été faite par Paul Ehrlich. Il les a décrits 
comme des cellules de 12 à 15 u.m de diamètre au cytoplasme caractérisé par de 
nombreux granules et au noyau à l'aspect polylobé (3 à 5 lobes) à la chromatine dense 
(EHRLICH et al., 1900; WILKINSON, 1974; HALLETT, 1989). Comme les autres 
cellules du système immunitaire, les neutrophiles sont issus des cellules souches 
hématopoïétiques CD34 positives de la moelle osseuse (BAINTON, 1977; 
ZYCHLINSKY et al., 2003). Les facteurs de croissance hématopoïétiques comme le GM-
CSF, le G-CSF, et l'IL-3 sont essentiels pour le processus de différenciation et de 
maturation comportant différents stades de développement : myéloblaste, 
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promyelocyte, myelocyte, cellules non segmentées, cellules segmentées et 
polymorphonuclears neutrophiles (BAINTON, 1977; THEILGAARD-MONCH et al., 
2005). Au cours de ces diverses étapes de différenciation, les neutrophiles acquièrent 
séquentiellement les organites, les constituants cytoplasmiques et les structures 
membranaires indispensables à leurs fonctions phagocytaires et bactéricides 
(THEILGAARD-MONCH et al., 2005). Les patients affectés par une neutropénie, 
congénitale ou acquise, suite à la chimiothérapie, par exemple, souffrent d'infections 
bactériennes (VERHOEF, 1993) et fongiques (MALECH et GALLIN, 1987) récurrentes; 
ce qui illustre bien du rôle primordial des neutrophiles dans la défense contre les 
pathogènes. 
Au terme de leur maturation, les neutrophiles sont libérés dans le sang et circulent en 
périphérie pendant quelques jours (PILLAY et al., 2010) avant d'être retirés de la 
circulation; les neutrophiles peuvent cependant survivre plus longtemps lors d'une 
inflammation (AKGUL et al., 2001). Cette élimination naturelle est compensée par un 
grand nombre de neutrophiles produits quotidiennement, soit de l'ordre de 10" 
cellules/jour (CANNISTRA et GRIFFIN, 1988; DANCEY et al., 1976). Lors de 
l'inflammation, les neutrophiles sont parmi les premières cellules à être recrutées au site 
d'agression, et ce, de façon massive (SCHLEIMER et al., 1989). Leur recrutement 
procède en différentes étapes comprenant le roulement sur Pendothélium, l'activation et 
l'adhésion ferme aux cellules endothéliales et la transmigration à travers Pendothélium 
(DEL MASCHIO et al., 1996; FENG et al., 1998). Les neutrophiles se dirigent ensuite 
vers le site suspect en se guidant en suivant le gradient de concentration de 
chimioattractants tels que l'IL-8, le C5a, le LTB4, le PAF, ou le fMLP (CRONSTEIN et 
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WEISSMANN, 1993; MURPHY, 1994). Les neutrophils y exercent leurs fonctions 
classiques : la phagocytose, la dégranulation, la production d'espèces réactives 
oxygénées, la formation de NETs (neutrophil extracellular traps) et la production des 
médiateurs lipidiques et peptidiques (BRINKMANN et al., 2004; SILVA, 2010; SMITH, 
1994). Les fonctions des neutrophiles sont décrites plus en détail dans les paragraphes 
suivants. 
1.1.3 La phagocytose. 
La phagocytose, qui est le principal moyen de défense et d'élimination des agents 
pathogènes ainsi que des corps apoptotiques de l'organisme, a été décrite pour la 
première fois à la fin du XIXeme siècle par le zoologiste Elie Metchnikoff 
(METCHINKOFF, 1891). La phagocytose débute normalement par une étape 
d'adhésion, au cours de laquelle la membrane de la cellule phagocytaire enserre la 
particule (ou cellule), et, par la suite, vient l'ingestion, qui se produit par invagination de 
la membrane autour de la particule et caractérisée par la formation d'une vacuole de 
phagocytose (phagosome ou phagolysosome) (LEE et al., 2003; VIEIRA et al., 2002). 
Dans le cas des neutrophiles, la phagocytose de particules opsonisées nécessite deux 
classes de récepteurs, soit les récepteurs reconnaissant la région constante (Fc) des 
immunoglobulines (FcyRlla ou CD32a, FcyRIIip ou CDI6p) et les récepteurs des 
protéines clivées du complément (CRI et CR3) (COX et GREENBERG, 2001; LEE et al., 
2003). Les micro-organismes ingérés sont initialement enserrés par des pseudopodes, 
qui lorsqu'ils se rejoignent, forment le phagosome, qui fusionne ensuite avec les granules 
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cytoplasmiques pour former un phagolysosome dans lequel les micro-organismes seront 
attaqués par les enzymes de dégradation contenues dans les granules et par les radicaux 
libres oxygénés produits par la NADPH oxydase (LEE et al., 2003; VIEIRA et al., 2002). 
Lorsque les micro-organismes sont trop gros ou trop nombreux pour être phagocytés, 
il n'y a pas de formation du phagosome, et il se produit alors une libération 
extracellulaire des dérivés oxygénés et du contenu des granules (MALECH et GALLIN, 
1987). 
1.1.4 Les granules et la dégranulation. 
La dégranulation est caractérisée par la libération d'enzymes lytiques, de peptides 
antimicrobiens, et de médiateurs inflammatoires qui sont contenus dans les granules du 
cytoplasme des neutrophiles. C'est un autre mécanisme de défense qui participe à 
l'activité antimicrobienne et proinflammatoire des neutrophiles lors d'une agression 
(WITKO-SARSAT et al., 2000). La dégranulation peut être également causée par la 
stimulation des neutrophiles en présence de cytochalasine B par des cytokines comme : 
l'IL-8 (WILLEMS et al., 1989), le PAF (O'FLAHERTY et al., 1981), le G-CSF 
(MANSFIELD et al., 2002), ou le LTB4 (FEINMARK et al., 1981). De plus, il a été montré 
que la dégranulation peut être augmentée en réponse à un second stimulus sans que 
l'inhibition de la polymérisation de l'actine soit nécessaire. En effet, la dégranulation est 
augmentée en réponse au LTB4 et au PAF lorsque les neutrophiles sont pré-incubés 
avec du TNFa (O'FLAHERTY et al., 1991). Le même phénomène est observé lors de la 
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réponse anti-fongique de neutrophils pré-incubés avec du GM-CSF (KOWANKO et 
al., 1991). 
Selon leur contenu, les granules des neutrophiles sont divisés en différents types : 
azurophiles ou primaires, spécifiques ou secondaires, à gélatinases ou tertiaires, et 
vésicules sécrétoires (BORREGAARD et al., 2007; FAURSCHOU et BORREGAARD, 
2003). Les granules azurophiles apparaissant lors du stade promyelocyte contiennent 
une grande variété d'enzymes et de protéines antimicrobiennes comme la 
myeloperoxidase (MPO), les hydrolases acides, le lysozyme, le BPI (bactericidal 
permeability increasing protein), l'élastase, l'a I-antitrypsine, les cathepsines et les 
défensines. La myeloperoxidase transforme le peroxyde d'hydrogène (H202) en acide 
hypochloreux (HOCI) qui a divers effets cytotoxiques, comme la peroxydation des 
membranes bactériennes, menant à la lyse des microorganismes (BABIOR, 2000; 
MILLER et BRITIGAN, 1997). De plus, les défensines sont des peptides cationiques 
causant la formation de pores dans la membrane des microorganismes (WIMLEY et al., 
1994). 
Les granules spécifiques (ou secondaires) sont dépourvus de MPO mais contiennent du 
lysozyme, des métalloprotéases (MMPs), de la ^-hexosaminidase, de la pY 
microglobuline, de la lactoferrine, et, de plus, comportent le récepteur du fMLP et du 
CDI lb/CDI8. Les MMPs (principalement la collagénase, la gélatinase et la leucolysine) 
sont nécessaires à l'extravasation et à la migration des neutrophiles dans les tissus. La 
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lactoferrine est une substance bactériostatique qui séquestre les ions de fer et empêche 
la survie et la multiplication de plusieurs pathogènes (YAMAUCHI et al., 1993). 
Les granules à gélatinase (ou tertiaires) sont semblables aux granules spécifiques mais 
sont dépourvues de molécules bactéricides. Ces granules contiennent une grande 
quantité de gélatinase et de CDI lb/CDI8 (KJELDSEN et al., 1992). La gélatinase est 
présente sous forme inactive à l'intérieur des granules et subit une activation 
protéolytique lors de l'exocytose de ces granules. La gélatinase peut dégrader les 
composantes de la matrice extracellulaire comme le collagène, la fibronectine, la 
laminine et la gélatine. Les granules à gélatinases pourraient aider les neutrophiles à 
traverser l'endothelium et à migrer à travers les tissus, et pourraient être impliqués dans 
la destruction tissulaire lors d'une agression inflammatoire. 
Pour terminer, les vésicules sécrétoires contiennent des récepteurs membranaires 
comme le récepteur pour le fMLP, les intégrines CDI lb/CDI8, le récepteur du 
complément CRI, le CD 14 (SENGELOV et al., 1994a; SENGELOV et al., 1993; 
SENGELOV et al., 1994b) et le récepteur Fcylllb (DETMERS et al., 1995). Les vésicules 
sécrétoires peuvent fusionner avec la membrane plasmique pour permettre l'expression 
plus rapide des récepteurs à la surface des neutrophiles lorsque ces cellules sont 
activées par le roulement sur l'endothelium durant des étapes précoces de leur 
activation. Un autre marqueur des granules sécrétoires est la phosphatase alcaline qui se 
présente presque exclusivement à l'intérieur de ce type de granule (DETMERS et al., 
1995). Lors de la phagocytose, le phagosome contenant les particules engouffrées 
10 
fusionne avec les granules, il en résulte le déversement du contenu des granules dans ce 
qui sera devenu le phagolysosome (LEE et al., 2003). 
1.1.5 La formation des espèces réactives oxygénées (ROS). 
Les neutrophiles contiennent un complexe enzymatique nommé NADPH oxydase, qui 
est composé de quatre facteurs cytosoliques (p67phox, p47phox, p40phox et la GTPase rac2) 
(phox est l'abréviation de "phagocyte oxydase") et de deux facteurs membranaires 
(gp9|pho* e t p22phox) (BABIOR, 2004; EL-BENNA et al., 2005; NAUSEEF, 2007; ROOS et 
al., 2003; SEGAL, 2005). Ces deux facteurs membranaires forment un héterodimere 
membranaire appelé flavocytochrome b558. La gp9lphox est un élément essentiel de la 
NADPH oxydase, responsable du transfert d'électrons du NADPH à l'oxygène. Une 
déficience génétique de l'un des composants du complexe NADPH oxydase est à 
l'origine de la maladie granulomateuse chronique (CGD) caractérisée par des infections 
récurrentes, en raison de l'incapacité des granulocytes à produire des radicaux oxygénés 
(GOLDBLATT et THRASHER, 2000). 
La NADPH oxydase activée utilise le NADPH cytosolique pour réduire l'oxygène et 
produire l'anion superoxyde (02) selon la réaction : NADPH + 202 -> NADP+ + H+ + 
202"; de plus, l'anion superoxyde est un précurseur de plusieurs autres composés 
d'oxygène très fortement réactifs (NAUSEEF, 2007). L'anion superoxyde étant très 
instable, il est rapidement transformé en peroxyde d'hydrogène (H202) par une enzyme, 
la superoxyde dismutase, selon la réaction : 202" + 2H+ - * 0 2 + H202 (BABIOR, 2004). 
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Le peroxyde d'hydrogène sert de substrat à la MPO, contenue dans les granules 
primaires, catalysant la formation d'acide hypochloreux (HOCI) en présence d'halogènes 
(CI", Br", I) (ROOS et al., 2003). De plus, la réaction H202 + HOCI produit l'oxygène 
singulet ('02) (STEINBECK et al., 1992); et, en présence de métal (Fe2+), la NADPH 
oxydase produit le radical hydroxyl (OH«) à partir de H202 (WINK et al., 1994). 
Les espèces réactives oxygénées produites par les neutrophiles participent activement à 
la neutralisation et à la destruction des micro-organismes pathogènes ingérés durant la 
phagocytose (LEKSTROM-HIMES et GALLIN, 2000; SEGAL, 2005). Cependant, quand 
les ROS sont libérés de manière exagérée dans le milieu extracellulaire, ils ont des effets 
néfastes sur les cellules et les tissus environnants (désorganisation membranaire et 
altération de protéines et d'acides nucléiques) (HENSON et JOHNSTON, 1987; SMITH, 
1994). 
1.1.6 Formation des « neutrophil extracellular traps » (NETs). 
En plus des mécanismes de destruction intracellulaire décrits ci-dessus, l'activation des 
neutrophiles par l'IL-8, le LPS, les bactéries, les champignons ou les plaquettes activées, 
induit la libération à l'extérieur de la cellule de protéines granulaires et de chromatine; 
ensemble, ces éléments forment des réseaux fibreux appelés NETs (neutrophil 
extracellular traps) (BRINKMANN et al., 2004). Les NETs sont capables de fixer et tuer 
les bactéries (Gram-positif et négatif) et les levures pathogènes (BRINKMANN et al., 
2010; BRINKMANN et al., 2004; BRUNS et al., 2010; URBAN et al., 2006). Les 
principales composantes structurales des NETs sont l'ADN et les histones associées 
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(HI, H2A, H2B, H3 et H4) (BRINKMANN et al., 2010). L'activité antimicrobienne in 
vitro des histones est bien établie (HIRSCH, 1958; LEE et al., 2009; PATAT et al., 2004). 
En outre, les NETs contiennent des proteases provenant des granules azurophiles, 
spécifiques et à gelatinase (BRINKMANN et al., 2010). Les NETs peuvent 
éventuellement faciliter la destruction des microbes de deux façons : en concentrant 
l'arsenal antimicrobien au site d'infection et en prévenant la propagation des microbes 
hors de ce site (BRINKMANN et al., 2010). 
1.1.7 La production de médiateurs lipidiques. 
Les principaux médiateurs lipidiques produits par les neutrophiles sont le leucotriène B4 
(LTB4) (FORD-HUTCHINSON et al., 1980), la prostaglandine E2 (PGE2) (ZURIER, 
1976), le thromboxane A2 (TXA2) (GOLDSTEIN et al., 1978), ainsi que le facteur 
d'activateur plaquettaire (PAF) (LUDWIG et al., 1985). Ces médiateurs lipidiques, de la 
famille des éicosanoïdes, proviennent du métabolisme de l'acide arachidonique (AA) où 
sont impliqués les 5-lipoxygénase (5-LO) et les cyclooxygénases I et 2 (COX-I et -2) 
(NICOSIA et al., 2001; SIMMONS et al., 2004). Les niveaux d'expression des enzymes 
impliquées dans la formation de ces médiateurs lipidiques, i.e. 5-LO et COX-2, et FLAP 
(5-LO-activating protein), sont augmentés chez les neutrophiles activés par des stimuli 
inflammatoires et des cytokines (MALONEY et al., 1998; NIIRO et al., 1997; POULIOT 
et al., 1998; POULIOT et al., 1994a; POULIOT et al., 1994b). 
La 5-LO catalyse la transformation de l'acide arachidonique en 5-HPETE (5S-
hydroperoxy-6, 8-trans-l I, 14-cis-eicosatétraénoique) (DIXON et al., 1990; REID et al., 
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1990). Le 5-HPETE est ensuite converti en LTA4, le précurseur commun des 
leucotriènes, pour finalement former soit le LTB4 via l'action de la LTA4 hydrolase, ou 
un des cysteinyl-leucotriènes (cysLTs) (LTC4, LTD4, LTE4) via l'action de la LTC4 
synthetase (SIMMONS et al., 2004). Le LTB4 est un puissant agent chimiotactique pour 
les neutrophiles (PALMBLAD et al., 1981) ainsi que les monocytes, les macrophages et 
les lymphocytes T (DE JONG et al., 1992; SMITH et al., 1980). Le LTB4 active plusieurs 
types cellulaires tels que les neutrophiles, les macrophages, et les éosinophiles; mais, il 
active également certaines cellules non leucocytaires comme les cellules endotheliales et 
les ostéoclastes (YOKOMIZO et al., 2001). De plus, il induit chez les neutrophiles 
l'adhérence et la transmigration au travers de l'endothélium (MACKAREL et al., 2000), 
la dégranulation (O'FLAHERTY et al., 1991; PALMER et SALMON, 1983), la génération 
d'espèces réactives oxygénées (Ll et al., 1996), l'augmentation de la capacité 
phagocytaire (MANCUSO et al., 2001) et le retardement de l'apoptose (HEBERT et al., 
1996). Enfin, le LTB4 est impliqué dans plusieurs maladies inflammatoires comme 
l'arthrite rhumatoïde (AHMADZADEH et al., 1991), l'asthme (MONTUSCHI et 
BARNES, 2002), et la fibrose kystique (CARPAGNANO et al., 2003). 
Pour sa part, la COX mène à la production de PGG2 qui sera ensuite métabolisée en 
PGH2 par la péroxydase pour finalement former les PGs D2, E2, et F2a, la prostacycline l2 
(PGI2), et les thromboxanes (TXA) (GARAVITO et DEWITT, 1999; SMITH et al., 2000). 
Les prostaglandines sont impliquées dans plusieurs fonctions de l'organisme, dont le 
développement de la réaction inflammatoire, le système reproducteur, et les fonctions 
rénales. La PGE2 joue un rôle dans la vasodilatation, l'inflammation, la fièvre et la douleur 
(SMITH et al., 2000). En tenant compte des cellules qui sont ciblées, la PGE2 peut avoir 
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des effets pro-inflammatoires comme l'hyperalgésie, la vasodilatation et la contraction 
bronchique (SMITH et al., 2000) et anti-inflammatoires comme l'inhibition de la 
chimiotaxie et de la production d'anions superoxides (HAM et al., 1983; LEHMEYER et 
JOHNSTON, 1978; ZURIER et al., 1974). Le TXA2 a généralement des effets pro-
inflammatoires comme l'activation et l'agrégation des plaquettes, l'induction de 
l'adhérence des monocytes et la synthèse de TNFa et d'IL-ip (CAUGHEY et al., 1997), 
et l'augmentation de l'adhérence des neutrophiles (SPAGNUOLO et al., 1980). 
Quant au PAF, il est formé à partir du lyso-PAF via l'action de l'acétyl transferase en 
présence d'acétyl-CoA (BRAQUET et ROLA-PLESZCZYNSKI, 1987) par plusieurs types 
cellulaires dont les neutrophiles (CAMUSSI et al., 1981 ; MIWA et al., 1992). Le PAF a de 
multiples actions physiologiques dépassant largement sa description originelle 
d'activateur plaquettaire. En effet, le PAF cause la vasodilatation, la contraction des 
cellules du muscle lisse et l'activation des neutrophiles, macrophages et éosinophiles 
(IMAIZUMI et al., 1995; IZUMI et SHIMIZU, 1995). Il exerce un rôle important dans les 
réactions allergiques et inflammatoires, retrouvées dans certaines maladies comme 
l'asthme et l'ischémie du myocarde (IMAIZUMI et al., 1995; IZUMI et SHIMIZU, 1995). 
En fonction du type cellulaire, le PAF induit une variété de réponses cellulaires comme 
le chimiotactisme, le relâchement de granules, la génération des radicaux oxygénés 
toxiques, l'augmentation de la phagocytose, ainsi que la production de plusieurs 
cytokines (BONAVIDA et al., 1989; BULGER et al., 2002; INGRAHAM et al., 1982). 
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1.1.8 La production de médiateurs peptidiques (cytokines et chimiokines). 
Les lymphocytes ont longtemps été considérés comme les seules sources cytokines 
produites par les leucocytes pendant la réponse immune. Il est maintenant évident que 
les cytokines sont aussi produites par plusieurs autres types cellulaires, dont les 
neutrophiles. En réponse à des stimulations appropriées, les neutrophiles produisent 
une vaste gamme de médiateurs peptidiques comprenant : des cytokines pro-
inflammatoires comme les IL-Ict/p, le TNFa , l'IFNa, l'IFNy, l'IL-12, l'IL-18, et le BLyS 
(TNF-related ligand B-lymphocyte stimulator); des cytokines anti-inflammatoires comme 
l'IL-IRA, le TGFp, et le TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand); des chimiokines 
comme PIL-8, les GROct/p, TIP-10 (interferon-gamma-inducible protein-10), le MIG 
(monokine induced by IFNy), PI-TAC (IFN-inducible T cell alpha chemoattractant), les 
MIP-lct/p, et les MIP-3ct/P; des facteurs de croissance comme le G-CSF, le GM-CSF, le 
VEGF, et le HGF (CASSATELLA, 1999, 2006; FORTIN et al., 2009; SCAPINI et al., 2000; 
SCAPINI et al., 2001 ; SCAPINI et al., 2003). 
Fonctionnellement, les chimiokines produites par les neutrophiles influencent la 
composition des populations leucocytaires recrutées aux sites inflammatoires. Par 
exemple, l'IL-8 et le GROct recrutent d'autres neutrophiles (BAGGIOLINI et CLARK-
LEWIS, 1992; LUSTER, 1998). L'IP-10, le MIG ou l'I-TAC induisent le recrutement des 
lymphocytes et des cellules NK; tandis que les MIP-lct/p ou les MIP-3a/p recrutent les 
monocytes/macrophages, les cellules dendritiques immatures et matures, les 
éosinophiles et les basophiles (MANTOVANI et al., 2007; OPPENHEIM et al., 1991). Les 
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cytokines produites par les neutrophiles, quant à elles, amplifient et influencent la 
réponse adaptative. En effet, les IL-12 et IL-18 agissent en synergie pour induire une 
forte production d'IFNy par les cellules NK et les lymphocytes T, ce qui fait augmenter 
leur cytotoxicité et induire la polarisation des lymphocytes T vers le phénotype Thl 
(COUGHUN et al., 1998; GATELY et al., 1998). Les IL-la/p sont des cytokines 
puissantes à effet pléiotropique ayant des effets sur les cellules hématopoïétiques; dans 
le cas du neutrophile, il semble que l'IL-l, qui est produite en faible quantité, semble 
plutôt agir directement sur ceux-ci en soutenant leurs réponses fonctionnelles 
(CASSATELLA, 1999). L'IL-IRA, par contre, est sécrété en grande quantité par les 
neutrophiles activés (MCCOLL et al., 1992), et, en conséquence, pourrait contribuer à 
la modération de la réponse immune due à l'IL-l (DINARELLO, 1997). Le BLyS, pour sa 
part, contribue à la prolifération et maturation des lymphocytes B (SCAPINI et al., 2005) 
alors que l'IFNy participe à la différenciation des lymphocytes T et l'activation des 
macrophages et que l'IFNa est impliqué à la fois dans la défense immunitaire contre les 
virus et le développement des cellules hématopoïétiques (PFEFFER et al., 1998). Grâce à 
cette vaste gamme de médiateurs produits par les neutrophiles, ils peuvent influencer 
directement la réponse inflammatoire et la mise sur pied d'une réponse immune 
spécifique à divers agents pathogènes. À ce sujet, un aperçu des médiateurs 
inflammatoires sécrétés par les neutrophiles humains et leurs fonctions sur les autres 
cellules du système immunitaire est présenté à la figure l . l . Qui plus est, ils peuvent 
aussi influencer d'autres processus comme Phématopoïèse, l'angiogenèse, et la 
résolution de l'inflammation. 
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Figure l . l . Aperçu des médiateurs inflammatoires sécrétés par les 
neutrophiles. 
En réponse à des stimuli, les neutrophiles humains génèrent à la fois des médiateurs 
peptidiques (cytokines et chimiokines) et lipidiques. Les cytokines et les médiateurs 
lipidiques modulent les fonctions des cellules du système immunitaire tandis que les 
chimiokines coordonnent l'arrivée des cellules de l'immunité innée et adaptative aux 
sites inflammatoires. 
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1.2 L'expression génique des cytokines chez les neutrophiles 
1.2.1 Activation de la transcription d'un gène. 
La régulation de l'expression des gènes précoces, tels que ceux qui encodent des 
cytokines, dépend avant tout de la transcription qui est considérée comme l'étape 
limitante de leur expression (ESCOUBET-LOZACH et al., 2002). Pour activer un gène, 
les stimuli causent la liaison à l'ADN d'un certain nombre de facteurs de transcription 
spécifiques sur des séquences régulatrices situées sur le promoteur d'un gène cible 
(COUREY, 2001). Ces facteurs favorisent le recrutement de co-activateurs et 
provoquent le remodelage de la chromatine permettant ainsi à la machinerie basale de 
transcription (les facteurs de transcription et I'ARN polymerase II) de se lier aux 
séquences d'ADN régulatrices sur le promoteur, qui étaient auparavant inaccessibles, et 
de débuter la transcription (EBERHARTER et BECKER, 2002; MERIKA et THANOS, 
2001). 
1.2.2 Régulation de la transcription chez les neutrophiles. 
Comme décrit ci-dessus, les neutrophiles transcrivent un large éventail de gènes et 
synthétisent les protéines correspondantes. Certains facteurs de transcription ont été 
identifiés et partiellement caractérisés chez les neutrophiles. Il s'agit des membres des 
familles « signal transducers and activators of transcription » (STAT), « Nuclear factor of 
kappa light chain gene enhancer in B cells » (NF-KB), « erythroblast transformation 
specific » (Ets), « CCAAT/enhancer-binding proteins » (C/EBP) et « Adaptor protein 
complex I » (AP-I) (CLOUTIER et al., 2003; MCDONALD, 2004). Parmi ces familles de 
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facteurs de transcription, les STAT, le C/EBP, et le NF-kB ont été les plus étudiés. Pour 
ce qui est de la famille STAT, au moins 4 membres de la famille STAT (STATI, STAT2, 
STAT3 et STAT5) sont exprimés et activés par divers stimuli chez les neutrophiles, 
incluant le G-CSF (STATI et 3) (BOVOLENTA et al., 1996), le GM-CSF (STATI, 3 et 5) 
(BRIZZI et al., 1996; MCDONALD et al., 1998a), l'IFN-y (STATI et 3) 
(CALDENHOVEN et al., 1999; MCDONALD et al., 1998a), et l'IL-IO (STATI et 3) 
(CREPALDI et al., 2001). En ce qui concerne la famille de NF-KB, les protéines RelA (ou 
p65), c-Rel, p50 et son précurseur pi05 sont exprimés par les neutrophiles 
(MCDONALD et al., 1997). Contrairement à la majorité des types cellulaires exprimant 
les protéines NF-KB dans le cytoplasme des cellules au repos, les protéines NF-KB (et 
ses protéines inhibitrices, IKBS) sont distribuées de façon égale dans les deux 
compartiments cellulaires (cytoplasmique et nucléaire) des neutrophiles au repos (EAR 
et al., 2005; MCDONALD et al., 1997; VANCUROVA et al., 2001). Les protéines N F -
KB sont activées chez les neutrophiles par plusieurs stimuli incluant le 
TNFa (MCDONALD et al., 1997), le LPS (MCDONALD et al., 1997), l'IL-ip 
(MCDONALD et al., 1997), IL-15 (MCDONALD et al., 1998b), les particules 
phagocytaires (MCDONALD et CASSATELLA, 1997), le PAF (MCDONALD et al., 
1997), et le LTB4 (MCDONALD et al., 1997). La famille de facteurs de transcription 
C/EBP comprend six membres (a, p\ ô, E, y, et Ç) qui peuvent former des homo- ou 
hétérodimères grâce à une région riche en résidus leucine (RAMJI et FOKA, 2002). 
L'activité des C/EBP est régulée principalement par deux mécanismes : par la modulation 
de leur expression dans la cellule (par l'expression génique, la traduction de leurs 
ARNms, ou par leur protéolyse), et/ou par la phosphorylation de résidus impliqués dans 
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la régulation à la hausse de leur capacité de transactivation et de liaison à l'ADN 
(KOWENZ-LEUTZ et al., 1994; TWAMLEY-STEIN et al., 1996). À ce sujet, tous les 
C/EBP (sauf C/EBPy) sont phosphorylées, et, en particulier, il a été montré que Akt et 
les MAPKs sont impliquées dans la phosphorylation de C/EBPp (NAKAJIMA et al., 1993; 
PIWIEN PILIPUK et al., 2003; PIWIEN-PILIPUK et al., 2001). Il a récemment été montré 
par notre laboratoire que la C/EBPp est phosphorylée en réponse au LPS et au TNFa, 
et que cette phosphorylation est importante pour la génération de cytokines médiée par 
C/EBPP et C/EBPe (CLOUTIER et al., 2009). En ce qui concerne l'AP-l, malgré la 
présence de plusieurs protéines de cette famille, la formation d'un complexe 
authentique AP-1 n'est observée en aucun cas (CLOUTIER et al., 2003). 
1.2.3 Facteurs de transcription impliqués dans la génération de cytokines chez les neutrophiles. 
Le rôle physiologique du facteur de transcription NF-KB chez les neutrophiles est, à ce 
jour, le plus étudié comparé aux autres facteurs de transcription mentionnés ci-dessus. 
En réponse au LPS ou au TNFa, il a été montré que l'inhibition de ce facteur, par divers 
composés, chez des neutrophiles primaires réduit drastiquement l'expression des gènes 
ainsi que la sécrétion des cytokines telles que l'IL-8, les MlP-la et MIP-lp\ et le TNFa 
(CLOUTIER et al., 2007). De plus, la surexpression d'un dominant-négatif de IKBO chez 
les PLB-985 différenciées réduit considérablement la sécrétion d'IL-8 et des MIP-
la/(3 (EAR et MCDONALD, 2008). En accord avec ces résultats, un promoteur d'IL-8 
couplé à la luciférase où le site NF-KB est muté n'est pas transcrit par rapport au 
promoteur de type sauvage (EAR et MCDONALD, 2008). Dans le cas du facteur de 
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transcription C/EBP, un dimère composé de C/EBPJ3 et C/EBPe est lié d'une manière 
constitutive à l'ADN, mais, la stimulation des neutrophiles n'induit pas de recrutement 
supplémentaire du dimère (CLOUTIER et al., 2009). Par contre, la mutation de sites 
C/EBP ainsi que la surexpression d'un régulateur négatif dans les PLB-985 a fortement 
réduit la transcription du promoteur de l'IL-8 (CLOUTIER et al., 2009). Quant au 
C/EBPp, il est rapidement phosphorylé en réponse au LPS ou au TNFct, et, de plus, la 
surexpression du mutant T235A (un C/EBP(3 ne pouvant être phosphorylé) inhibe la 
sécrétion de l'IL-8 et des MlP-Ict/p chez les PLB-985 (CLOUTIER et al., 2009). 
Finalement, le facteur de transcription AP-I n'est pas impliqué dans la production de 
cytokines induite par le LPS ou le TNFct chez des neutrophiles primaires (CLOUTIER et 
al., 2003). 
1.2.4 Voies de signalisation menant à l'activation des facteurs de transcription chez les 
neutrophiles. 
Les principaux facteurs de transcription impliqués dans la production de cytokines chez 
le neutrophile humain sont le NF-KB et le C/EBPp. Alors que la signalisation 
intracellulaire conduisant à l'activation du facteur de transcription C/EBPp est encore 
inconnue chez les neutrophiles, celle menant à l'activation du NF-kB est relativement 
bien connue. Des travaux antérieurs ont permis d'exclure plusieurs kinases (p38 et JNK 
MAPKs, MEK, CKII, PKA, et PI3K/Akt), qui, dans d'autres types cellulaires, contribuent à 
l'activation de NF-kB (CLOUTIER et al., 2003; EAR et al., 2005). Par contre, des travaux 
plus récents ont montré que l'activation du NF-KB chez les neutrophiles se fait grâce à 
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une voie de signalisation impliquant la « TGF-beta-activated kinase I » (TAKI) et les 
kinases IKKa/p. En effet, l'inhibition de la kinase TAKI affecte considérablement la 
phosphorylation des IKKct/p\ de IKBCC, de RelA, et réduit la liaison de NF-KB à l'ADN 
(EAR et al., 2010; EAR et MCDONALD, 2008), et, de plus, a un effet dramatique sur la 
génération de cytokines (EAR et al., 2010). 
Transcription » Traduction ^ ^ ^ 
^ ^ ^ ^ Cytokines et chtmiokines 
Figure 1.2 Voies de signalisation menant à la génération de cytokines 
chez les neutrophiles humains. 
La stimulation par le LPS ou le TNFa cause l'activation de plusieurs voies de signalisation 
à intérieur de la cellule. Au noyau, l'activation de ces voies amène la liaison de facteurs 
de transcription (NF-KB, C/EBPp\ et TFIID) aux promoteurs des cytokines induisant la 
transcription des ARNmessagers. Dans le cytoplasme, les ARNmessagers des cytokines 
sont traduits en protéine grâce, en partie, à la phosphorylation de la protéine S6 du 
ribosome. La traduction des protéines est décrite plus en détail dans la section suivante. 
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De plus, la kinase TAKI est également impliquée dans la phosphorylation de la p38 
MAPK et de ERKI/2 en réponse au LPS ou TNFa (EAR et al., 2010). Ces dernières, 
même si elles ne sont pas impliquées dans l'activation du NF-kB, jouent un rôle très 
important dans la génération de cytokines chez le neutrophile. En effet, l'inhibition de la 
p38 MAPK affecte à la fois la transcription (diminution de la liaison à l'ADN du facteur 
général de transcription TFIID) et la traduction des cytokines (diminution de la 
phosphorylation de la protéine ribosomale S6) alors que l'inhibition de la voie de 
MEK/ERK, elle, affecte la phosphorylation de la protéine ribosomale S6, mais n'affecte 
pas la transcription des cytokines (CLOUTIER et al., 2007). La figure 1.2 résume les 
connaissances acquises, avant la contribution apportée par la présente thèse, en ce qui 
concerne la génération des cytokines. 
1.3 Contrôle de l'initiation de la traduction chez les cellules eucaryotes 
/ .3.1 Aperçu chez les eucaryotes. 
Lors de la synthèse protéique, la chaîne polypeptidique est construite un acide aminé à 
la fois lorsque l'ARN de transfert (ARNt) se lie à un ribosome en elongation sur un 
ARN messager mature (ARNm). Toutefois, avant cette phase d'élongation, la sous-unité 
40S du ribosome doit être activée par la liaison avec l'ARNt initiateur portant une 
methionine (ARNt,M6C), et, par la suite, ce complexe localise le premier codon de départ 
sur l'ARNm. Lorsque le codon de départ est localisé, la sous-unité 60S du ribosome est 
recrutée à l'ARNm. Donc, l'initiation de la traduction peut se diviser en trois étapes : 
premièrement, PARNt,Met se lie à la petite sous-unité du ribosome; deuxièmement, ce 
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complexe ARNt,Met-ribosome est recruté à l'ARNm et, en association avec un autre 
complexe protéique, balaye celui-ci pour trouver le codon d'initiation; et, 
troisièmement, la sous-unité 60S, contenant la peptidyl-transférase, est recrutée à ce 
complexe créant ainsi un ribosome capable de traduction (GINGRAS et al., 1999). 
Chacune de ces étapes est catalysée par des protéines nommées facteurs d'initiation, et, 
chez les eucaryotes, au moins onze facteurs d'initiation sont présents, la plupart étant 
composés de polypeptides multiples. De plus, étant donné que la traduction est très 
coûteuse en ATP pour la cellule, l'initiation de chacune des étapes mentionnées ci-
dessus est sévèrement régulée dans la cellule par de multiples mécanismes impliquant 
des modifications post-traductionelles telles que la phosphorylation (DEVER, 2002; 
PROUD, 2007). Comme il serait inopportun de discuter de la régulation de tous les 
facteurs d'initiation dans cette thèse, nous détaillerons seulement ceux qui sont indiqués 
dans les chapitres I et II. 
1.3.2 le facteur « elF4E-binding protein-1 » (4E-RPI). 
Le facteur 4E-BPI est un facteur de traduction possédant un domaine de liaison au 
facteur elF4E (elongation initiation factor 4E). Le facteur elF4E joue un rôle capital dans 
l'initiation de la traduction : son recrutement à la coiffe de l'ARNm induit à la fois le 
recrutement du ribosome 40S à l'ARNm et le recrutement de facteurs d'initiation 
supplémentaires (collectivement désignés par elF4F), permettant ainsi l'initiation du 
balayage pour trouver le codon d'initiation (étape 2 mentionnée ci-dessus) (KOZAK, 
1989; PROUD, 2007). Donc, par sa liaison constitutive avec elF4E, le facteur 4E-BPI 
empêche le recrutement de celui-ci à l'ARNm, et, en conséquence, inhibe la formation 
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du complexe elF4F (HAGHIGHAT et al., 1995) et le recrutement du ribosome 40S; 
c'est donc un point contrôle critique dans l'initiation de la traduction. La quantité de 
résidus serine et threonine qui sont phosphorylés sur 4E-BPI influence sa capacité de 
lier le facteur elF4E. En effet, la forme hypophosphorylée de 4E-BPI a une très forte 
affinité pour elF4E alors que sa forme hyperphosphorylée a une très faible affinité pour 
elF4E (FADDEN et al., 1997; GINGRAS et al., 1998; UN et al., 1994; 
MARCOTRIGIANO et al., 1999; PAUSE et al., 1994). Les souris KO pour 4E-BPI sont 
viables, mais possèdent un phénotype obèse, une résistance à l'insuline accrue, et une 
augmentation de l'activité de S6K (LE BACQUER et al., 2007). De nombreux stimuli 
extracellulaires (hormones, cytokines, facteurs de croissance, agonistes des GPCRs) 
(GINGRAS et al., 1999) ainsi que les virus (GINGRAS et SONENBERG, 1997) sont 
capables d'induire l'hyperphosphorylation de 4E-BPI. Expérimentalement, 4E-BPI 
bloque la transcription dans un système in vitro (POULIN et al., 1998) et lorsque 
surexprimé dans une lignée cellulaire (PAUSE et al., 1994). 
1.3.3 la protéine ribosomale S6. 
La protéine S6 est un des constituants du ribosome 40S et sa phosphorylation a été 
observée pour la première fois lors de la régénération du foie après une hépatectomie 
partielle (GRESSNER et WOOL, 1974). Dans ce contexte, l'incorporation d'acide 
[32-P]phosphorique était détectée seulement dans une petite protéine du ribosome 40S, 
la protéine S6 (GRESSNER et WOOL, 1974). Depuis lors, des études ont montré que la 
S6 était phosphorylée sur cinq résidus serine en réponse à des mitogènes (KRIEG et al., 
1988). De plus, la phosphorylation de S6 semble avoir une pertinence physiologique 
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puisqu'il a été montré que, suite à cette phosphorylation, la protéine S6 a plus d'affinité 
pour la coiffe des ARN messagers contenant une séquence d'oligopyrimidines (ARNm 
STOP) (GRESSNER et VAN DE LEUR, 1980). Par ailleurs, un ribosome 40S contenant 
la protéine S6 phosphorylée possède une affinité accrue pour la région 5' de PARNm 
qu'un ribosome 40S avec une protéine S6 non-phosphorylée (GRESSNER et VAN DE 
LEUR, 1980). En accord avec ces résultats, il a été montré chez Xenopus qu'une protéine 
de 57 kDa se liait à la même région de l'ARNm ainsi qu'au ribosome (KASPAR et al„ 
1992). Des études plus poussées ont permis de déterminer que la protéine S6 se lie à 
une région précise du ribosome 40S, la région « small head », où elle interagit avec 
plusieurs composantes de la machinerie traductionnelle, incluant l'extrémité 3' de l'ARN 
ribosomal I8S, l'ARNt, des facteurs d'initiation, et l'ARNm (NYGARD et NILSSON, 
1990). Néanmoins, la contribution de la phosphorylation de la protéine S6 à la 
physiologie de l'organisme demeure encore inconnue. En effet, les souris déficientes en 
protéine S6 muté sont viables, fertiles et ne présentent pas d'altération dans la durée de 
vie (RUVINSKY et al., 2005). Par contre, le métabolisme du glucose est affecté 
(sécrétion d'insuline diminuée et intolérance au glucose), les fibroblastes dérivés de 
l'embryon (MEFs) sont plus petits, et ces souris souffrent d'une faiblesse musculaire 
(RUVINSKY et al., 2009; RUVINSKY et al.. 2005). Chez les neutrophiles, la 
phosphorylation de la protéine S6 est éliminée par un inhibiteur de la p38 MAPK et de 
la MEK en réponse au LPS et au TNFa et cette diminution de la phosphorylation de S6 
est corrélée avec une diminution de la génération de cytokines (CLOUTIER et al., 
2007). 
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1.3.4 la kinase p70 de la protéine ribosomale S6 (S6K). 
La S6K est l'une des deux kinases pouvant phosphoryler la protéine S6 in vitro, l'autre 
étant de la famille dite de la kinase de la protéine ribosomale p90 (RSK) (BLENIS, 1993; 
FERRARI et THOMAS, 1994). Cependant, il semble que S6K soit la seule responsable de 
la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 dans les cellules somatiques (BALLOU 
et al., 1991; BLENIS et al., 1991; CHUNG et al., 1992). Les souris mutées pour le gène 
de S6K présentent les symptômes associés au diabète de type 2 préclinique (diminution 
d'insuline sécrétée, intolérance au glucose, et petite taille des cellules beta du pancréas) 
et ont une taille adulte inférieure aux souris témoins (PENDE et al., 2000). La 
stimulation de la cellule par plusieurs produits, comme ceux induisant la prolifération 
cellulaire, les esters de phorbol et les cytokines, cause l'activation de S6K à l'intérieur de 
la cellule; de plus, l'activation de S6K et la phosphorylation de la protéine S6 ont été 
liées à une augmentation de la traduction des ARNms 5TOP (CHOU et BLENIS, 1995; 
JEFFERIES et al., 1997). Dans plusieurs types cellulaires, la phosphorylation de la Thr389 
de S6K, un résidu critique pour son activation (PULLEN et THOMAS, 1997), est inhibée 
par la wortmannine, le LY294002, et la rapamycine (FINGAR et al., 2002; 
POLAKIEWICZ et al., 1998). Expérimentalement, il a été montré que l'inhibition de 
l'activité de la S6K inhibait la redistribution d'un ARNm chimère des monosomes vers 
les polysomes (un complexe de 7-8 ribosomes sur l'ARNm), donc, en conséquence, 
supprimait partiellement la traduction de cet ARNm (JEFFERIES et al., 1997). Les 
diverses étapes de la traduction sont illustrées sur la figure 1.3. 
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Figure 1.3 Aperçu de la traduction chez les cellules eucaryotes. 
Les étapes conduisant à la traduction d'un ARNm mature sont finement contrôlées. En 
réponse à l'activation cellulaire, les deux sous-unités du ribosome se dissocient 
permettant de charger l'ARNt initiateur sur la sous-unité 40S, et, de plus, la protéine 
ribosomale S6 est phosphorylée par la S6K et, chez plusieurs types cellulaires, le facteur 
4E-BPI l'est par mTOR. La phosphorylation de 4E-BPI induit sa dissociation du facteur 
elF4E qui peut dès lors être recruté à la coiffe (7m-GTP) de l'ARNm en compagnie 
d'autres facteurs, dont MNKI. Ces facteurs sont collectivement appelés elF4F. Par la 
suite, le complexe 40S chargé de l'ARNt initiateur rejoint le elF4F à la coiffe et tout le 
complexe commence à balayer l'ARNm à la recherche du codon de départ (AUG) en 
défaisant les structures secondaires au passage (indiqués par la spirale). Lorsque celui-ci 
est localisé, la sous-unité 60S du ribosome rejoint les autres complexes protéiques, 
formant ainsi un ribosome compétent pour la traduction. Les facteurs étudiés dans cette 
thèse sont soulignés. 
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1.3.5 Les Map Kinase Interacting Kinases (MNKs). 
1.3.5.1 Aperçu 
Les sérine/thréonine kinases de la famille MNKs comprennent un groupe de quatre 
protéines dérivées de deux gènes par épissage alternatif qui sont maintenant désignées 
comme MNKIa/b et MNK2a/b. Les premières identifiées ont été MNKIa et MNK2a, en 
tant que partenaires de liaison des ERKI/2 MAPKs (FUKUNAGA et HUNTER, 1997; 
WASKIEWICZ et al., 1997). Par la suite, la MNK2b a été identifiée en tant que 
partenaire d'interaction avec le récepteur p des œstrogènes (ER|3) (SLENTZ-KESLER et 
al., 2000). MNKIb a été identifiée comme une forme alternative de MNKIa, possédant 
une région C-terminale différente (O'LOGHLEN et al., 2004). Les MNKs ont quelques 
traits en commun : elles possèdent, en N-terminal, un domaine à double fonction 
permettant à la fois la liaison à Pimportine (impliquée dans l'importation au noyau) et la 
liaison au facteur elF4G (une protéine d'échafaudage permettant la liaison à la coiffe des 
ARNms) (PARRA-PALAU et al., 2003). Leur domaine catalytique contient des insertions 
et des séquences qui les différencient des autres kinases (BUXADE et al., 2008b). Elles 
ont, par contre, des différences très importantes au niveau du C-terminal : les MNKIa 
et MNK2a y ont un domaine de liaison au MAPKs (FUKUNAGA et HUNTER, 1997; 
WASKIEWICZ et al., 1997) alors que ce domaine est absent des MNKIb et MNK2b 
(O'LOGHLEN et al., 2004; SLENTZ-KESLER et al., 2000); de plus, seule MNKIa 
possède, dans cette région, un « nuclear export sequence » (NES) fonctionnel. En 
conséquence, les kinases MNKs ont des localisations cellulaires variées et jouent, de fait, 
différents rôles dans la physiologie cellulaire (BUXADE et al., 2008b). 
1.3.5.2 Substrats des MNKs. 
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Le substrat le plus connu des MNKs est le facteur d'initiation de la traduction elF4E 
(WASKIEWICZ et al., 1997). Par contre, les MNKs ne s'associent pas directement au 
substrat, mais doivent se lier au facteur elF4G afin de phosphoryler elF4E (PYRONNET 
et al., 1999; WASKIEWICZ et al., 1999). La liste des substrats de MNK s'est allongée 
depuis, et, plusieurs sont des protéines impliquées de près ou de loin dans la traduction. 
Ainsi, le elF4G, la «heterogeneous nuclear RNA-binding protein» (hnRNP) A l , et 
la « polypyrimidine-tract binding protein-associated splicing factor » (PSF) sont des 
exemples de substrats de MNKI impliqués dans la stabilisation des ARNms et leur 
traduction (BUXADE et al., 2008a; BUXADE et al., 2005; PYRONNET et al., 1999). 
D'autres substrats de MNKI n'étant pas impliqués dans la traduction ont aussi été 
décrits, il s'agit de la « cytoplasmic phospholipase A2 » (cPLA2), une enzyme impliquée 
dans la production d'arachidonate (HEFNER et al., 2000), et de « Sprouty » (Spry2), un 
régulateur négatif de certains récepteurs à activité tyrosine kinase (DASILVA et al., 
2006). 
Il est à noter que l'anticorps utilisé pour nos recherches dans le cadre de cette thèse est 
spécifique pour MNKIa/b, et comme MNKIb est localisée au noyau et que son activité 
catalytique n'est pas affectée par les MAPKs (O'LOGHLEN et al., 2004), nous 
considérons que les travaux présentés ici concernent la kinase MNK la. 
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1.3.5.3 Voies de signalisations en amont des MNKs. 
Dans plusieurs types cellulaires, les MNKs sont phosphorylées par les p38 et ERK 
MAPKs (pas par la JNK) en réponse à des agents activant la p38 MAPK 
(hyperosmolarité, irradiation UV, cytokines comme l'IL-ip et le TNFa) ou des ERK 
MAPKs (esters de phorbol, sérum) (FUKUNAGA et HUNTER, 1997; WASKIEWICZ et 
al., 1997). La phosphorylation de MNKI par les MAPKs cible deux résidus threonines 
(197/202) se trouvant dans une région activatrice (« T-loop » ou «activation loop») 
(WASKIEWICZ et al., 1999). Ces données ont été confirmées depuis dans une variété 
de types cellulaires comme les macrophages et les fibroblastes murins, les kératinocytes, 
les cellules epithéliales du rein, et les cellules NK92. En effet, plusieurs stimuli induisant 
une synthèse de protéines chez ces cellules (IL-lp\ LPS, TNFa, et IL-2) induisent la 
phosphorylation de MNKI (ANDERSSON et SUNDLER, 2006; GRUND et al., 2005; 
KJELLERUP et al., 2008; RAMESH et al., 2007; UEDA et al., 2004; WAN et al., 2009). 
1.3.5.4 Rôles physiologiques des MNKs. 
Il a été montré que MNKI peut phosphoryler elF4E et elF4G en réponse a plusieurs 
stimuli dans une variété de types cellulaires. Cependant, d'autres données suggèrent que 
MNKI est impliquée dans la traduction de protéines dont la production est induite par 
la stimulation cellulaire. Certes, chez des cellules vasculaires lisses, l'inhibition de MNKI 
réduit la production protéique induite par l'angiotensine II (ISHIDA et al., 2003). De 
même, la synthèse protéique induite par les toxines de Shiga est abrogée par l'inhibition 
32 
de MNKI dans des cellules épithéliales intestinales (COLPOYS et al., 2005). Le même 
phénomène se produit dans le contexte de la production de protéines virales suite à 
une infection (CASTELLO et al., 2009). La production de cytokines en réponse à des 
stimuli est aussi affectée par l'inhibition de MNKI dans plusieurs contextes. Par 
exemple, la production de TNFa est réduite dans les macrophages murins et dans les 
cellules T où la transcription du TNFa est également affectée (ANDERSSON et 
SUNDLER, 2006; BUXADE et al., 2005). Chez les kératinocytes, l'inhibition de MNKI 
réduit la sécrétion de plusieurs cytokines (TNF-a, IL-1(3, et IL-6) en réponse à 
l'anisomycine ou IL-1(3 (KJELLERUP et al., 2008). Chez les cellules THP-I, la production 
d'IL-8 et d'IL-l(3 en réponse au LPS est réduite par l'inhibition de MNKI (CHERLA et 
al., 2006). Ces résultats obtenus dans plusieurs types cellulaires montrent que MNKI 
contribue à la traduction de cytokines dont la production est inductible. 
1.4 La phosphatidyl-inositol 3'-kinase (PI3K) 
1.4.1 Aperçu 
La signalisation intracellulaire menant à la génération de cytokines chez les neutrophils 
a été étudiée par plusieurs groupes. Entre autres, les voies de la p38 MAPK et des 
MEK/ERK sont impliquées dans ce phénomène (CLOUTIER et al., 2007; COXON et al., 
2003; MARIE et al., 1999; NICK et al., 1999; ZU et al., 1998); par un mécanisme 
n'incluant pas le facteur de transcription NF-KB (CLOUTIER et al., 2007). Au contraire, 
la JNK MAPK et le facteur de transcription AP-I ne semblent pas participer à cette 
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réponse fonctionnelle des neutrophils (CLOUTIER et al., 2003). Plus récemment, notre 
laboratoire a montré que la kinase TAKI est en amont de plusieurs voies de 
signalisation chez les neutrophiles, incluant les MAPK et le NF-KB, et, en conséquence, 
l'inhibition de TAKI a un effet dramatique sur la génération de cytokines chez ces 
cellules (EAR et al., 2010). Par contre, la contribution de la voie de la PI3K à la 
génération de cytokines chez les neutrophiles humains est peu connue. 
La PI3K est une enzyme hetérodimerique composée d'une sous-unité régulatrice et 
d'une sous-unité catalytique. La famille de la PI3K est complexe et peut se diviser 
sommairement en trois sous-familles (classes : I, II, et III) si on tient compte de leurs 
caractéristiques structurales, de leurs mécanismes d'activation, et de la spécificité de 
substrat de leur sous-unité catalytique. Toutes les PI3K possèdent un substrat en 
commun : le phosphatidyl-inositol (Ptdlns). La réaction enzymatique catalysée par la 
PI3K est le transfert d'un groupement phosphate de l'ATP vers la position 3' du Ptdlns 
(HAWKINS et al., 2006). 
La classe I est la plus étudiée (la seule présente dans les travaux montrés ici), et, de plus, 
elle est sous-divisée en classe IA et IB en fonction de la sous-unité catalytique. La classe 
IA comprend des hétérodimères composés d'une des sous-unité régulatrice suivantes : 
p85a, p85p\ p55a, p55p\ ou p55y, et d'une sous-unité régulatrice parmi celles-ci : 
plIOa, pHOp, ou pi I0Ô (HAWKINS et al., 2006; KATSO et al., 2001). Alors que 
l'expression de pi 10a et pi I0p est très répandue, la PI3KÔ est retrouvée surtout dans 
les cellules du système immunitaire où elle est activée par des récepteurs à tyrosine 
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kinase, comme les récepteurs des cytokines, les TCR et BCR, et les récepteurs des IgE 
chez les mastocytes (FRUMAN et CANTLEY, 2002; KINET, 1999; OKKENHAUG et 
VANHAESEBROECK, 2003). La seule PI3K faisant partie de la classe IB est PI3Ky. Elle 
est exprimée chez les cellules du système immunitaire, par contre son activation est 
induite suite à celle des récepteurs couplés à une protéine G (GPCR) comme le C5aR 
ou les récepteurs du fMLP (KOYASU, 2003). La PI3Ky est un hétérodimère comprenant 
une sous-unité catalytique (pi 1Oy) et une sous-unité régulatrice (p101 ou p84) 
(HAWKINS et al., 2006). Le substrat in vivo de prédilection des PI3K de classe I est le 
Ptdlns(4,5)P2 qui est transformé en Ptdlns(3,4,5)P3, une composante majeure de la 
signalisation intracellulaire (VANHAESEBROECK et al., 2001). Des études récentes ont 
permis de faire la lumière sur le rôle central de certaines PI3K de classe I dans les 
réponses des cellules du système immunitaire. En effet, les souris PI3KÔ"'" possèdent des 
cellules B avec une production d'anticorps sévèrement réduite en réponse aux antigènes 
T-dépendants et T-indépendants (CLAYTON et al., 2002; FRUMAN et al., 1999; 
OKKENHAUG et al., 2002). D'autre part, les souris PI3KY"/" possèdent des mastocytes 
et des plaquettes ne répondant plus aux ligands des GPCRs (LAFFARGUE et al., 2002; 
LIAN et al., 2005). Les autres membres de la classe IA, comme la PI3Ka et la PI3Kp\ 
sont impliqués dans d'autres circonstances physiologiques; en effet, la PI3Kct contribue à 
la croissance et au métabolisme cellulaire (FOUKAS et al., 2006) alors que la PI3Kp est 
impliquée dans la thrombose (JACKSON et al., 2005). Les PI3Ks de la classe II (lia, llp\ 
et lly) n'ont pas de sous-unités régulatrices connues pour l'instant (HAWKINS et al., 
2006). Le produit des PI3Ks de classe II n'est pas encore déterminé, mais des résultats 
suggèrent que celles-ci produisent du Ptdlns(3)P qui serait impliqué dans certains cas 
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d'activation cellulaire médiée par des récepteurs de surface et/ou dans l'endocytose 
(KATSO et al., 2006; WHEELER et DOMIN, 2006). Il n'existe qu'un seul type de PI3K 
de la classe III. Elle est composée de la sous-unité régulatrice pi50 et de la sous-unité 
catalytique hVPS34, un homologue de la VPS34 de la levure (HAWKINS et al., 2006). 
Cette PI3K III catalyse principalement la formation de Ptdlns(3)P, et elle est critique 
pour le mouvement des protéines et des membranes au travers des compartiments 
endosomaux et lysosomaux (LINDMO et STENMARK, 2006). 
1.4.2 Importance du Ptdlns(3,4,5)P3 membranaire dans la signalisation cellulaire. 
L'accumulation de Ptdlns(3,4,5)P3, induite par l'activation des PI3Ks, à la membrane de la 
cellule est le premier des événements conduisant à l'activation d'une multitude d'autres 
kinases impliquées dans plusieurs voies de signalisation. En effet, le Ptdlns(3,4,5)P3 
produit permet le recrutement à la membrane de protéines possédant un domaine 
particulier, le domaine d'homologie à la pleckstrine (« pleckstrin homology » PH), qui a 
une très forte affinité pour le Ptdlns(3,4,5)P3 (HURLEY, 2006). Par exemple, des 
tyrosines kinases (BTK), des Rac GEFs (Vav), et des protéines d'échafaudage (Grb2) 
possèdent ce domaine PH (CANTLEY, 2002; WYMANN et PIROLA, 1998) et sont 
recrutées à la membrane de cette manière; étant donné la variété de protéines 
recrutées et activées à la membrane suite à l'activation de la PI3K, cela lui permet d'être 
impliquée dans plusieurs réponses cellulaires, comme la transcription de gènes et la 
réorganisation du cytosquelette (HAWKINS et al., 2006). En particulier, la kinase PDKI 
est recrutée à la membrane par son domaine PH suite à l'activation des PI3Ks et est 
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critique, dans ce contexte, pour l'activation de la kinase Akt (MCMANUS et al., 2004), 
une kinase effectrice très importante pour les fonctions des neutrophiles. 
1.4.3 Les PI3Ks de classe I chez les neutrophiles. 
Il a déjà été montré que les neutrophiles expriment la sous-unité pi I0y (NACCACHE 
et al., 2000) et la sous-unité pi I0Ô (CONDLIFFE et al., 2005). Les résultats présentés 
dans cette thèse (Chapitre II) confirment ces découvertes et montrent aussi la présence 
des autres PI3Ks de classe I, soit la pi 10a et la pi I0p. Il a déjà été rapporté que la PI3K 
induit l'accumulation de Ptdlns(3,4,5)P3 après une stimulation des neutrophiles avec 
plusieurs agonistes, incluant le fMLP, le PAF, le GM-CSF, l'Insuline, l'IL-8, le TNFa, et le 
LPS (ARNDT et al., 2004; BOULVEN et al., 2006; COFFER et al., 1998; GUILLOU et al., 
2007; KORCHAK et KILPATRICK, 2001; NACCACHE et al., 2000; SADHU et al., 
2003; STEPHENS et al., 1993a; STEPHENS et al., 1993b). La phosphorylation de Akt, 
quant à elle, a été détectée en réponse à divers agents stimulateurs comme le C5a, le 
LPS, le TNFa, le TREM-I, et le HMGBI (FORTIN et al., 2007; KAMATA et al., 2004; 
KASPER et al., 2004; KETTRITZ et al., 2002; KETTRITZ et al., 2006; KLEIN et al., 2001 ; 
MONTECUCCO et al., 2008; PARK et al., 2003; WRANN et al., 2007). L'utilisation 
d'inhibiteurs, tels que la wortmannine et le LY294002, a aidé à définir la contribution des 
PI3Ks dans la physiologie des neutrophiles. Les résultats ont montré qu'elles sont 
impliquées dans plusieurs de leurs fonctions, telles l'adhésion, le chimiotactisme, la 
phagocytose, la production d'espèces réactives oxygénées, et dans le délai de l'apoptose 
spontanée (figure 1.4) (BOULVEN et al., 2006; COFFER et al., 1998; CONDLIFFE et al., 
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2005; KNALL et al., 1997; MONTECUCCO et al., 2008; NIGGLI et KELLER, 1997; 
VVRANN et al., 2007; YASUI et KOMIYAMA, 2001). 
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Figure 1.4 Les PI3Ks de classe IA contribuent à plusieurs fonctions des 
neutrophiles. 
Plusieurs stimuli induisent l'activation des PI3Ks de classe IA chez les neutrophiles 
humains. Cette activation des PI3Ks est facilement détectable de manière expérimentale 
par la phosphorylation de la kinase Akt. Celle-ci est la principale kinase en aval des 
PI3Ks qui est impliquée dans les fonctions des neutrophiles comme l'adhésion, le 
chimiotactisme, la phagocytose, la production d'espèces réactives oxygénées, et la 
prolongation de la survie cellulaire. 
1.5 L'interleukine (IL)-18 
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1.5.1 Aperçu 
L'IL-18 est un membre de la même famille de cytokines que l'IL-l qui a été initialement 
décrite parce qu'elle induisait la production d'interféron-y (IFN-y) et jouait un rôle 
important dans la régulation de la réponse immune (NAKANISHI et al., 2001; 
OKAMURA et al., 1995). L'IL-18 est biosynthétisée sous forme d'un précurseur inactif 
de 24 kDa qui est sécrété seulement après un clivage par la caspase-l, tout comme l'IL-
lp (FANTUZZI et DINARELLO, 1999). 
1.5.2 Cellules productrices d'IL-18. 
Toutes les sous populations de macrophages murins (cellules de Kupffer; macrophages 
de la rate, du péritoine, des alvéoles, et de la microglie) sécrètent de l'IL-l8 actif (donc 
clivé par les caspases) seulement après activation (BOHN et al., 1998; CONTI et al., 
1999; FANTUZZI et al., 1998; OKAMURA et al., 1995; PRINZ et HANISCH, 1999; 
SANCHEZ-BUENO et al., 1996; SHIBATA et al., 1998; TSUTSUI et al., 1997). Au 
contraire, les cellules mononuclees du sang périphérique (PBMCs) humain sécrètent le 
précurseur inactif de l'IL-l8 dans des conditions normales (PUREN et al., 1999). D'autre 
part, les cellules dendritiques expriment de façon constitutive l'ARNm de l'IL-l8 et 
sécrètent de l'IL-l8 mature (STOLL et al., 1998). De plus, plusieurs cellules comme les 
kératinocytes (STOLL et al., 1997), des extraits d'intestins totaux (TAKEUCHI et al., 
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1997), et les cellules épithéliales des voies respiratoires (CAMERON et al., 1999) 
produisent de l'IL-18. 
1.5.3 Fonctions induites par l'IL-18 chez les cellules du système immunitaire. 
L'effet de l'IL-18 sur l'amplification de la réponse ThI est bien connu. En effet, l'IL-18 
améliore la maturation et la cytotoxicité de cellules T CD8 et des NK et agit en 
synergie avec l'IL-12 pour décupler la production d'IFN-y par les lymphocytes T (CD4 et 
CD8) d'une manière indépendante du TCR (NAKANISHI et al., 2001). De plus, l'IL-18 
agit en coopération pour augmenter la sécrétion d'IL-2, et de GM-CSF par les cellules 
ThI (KOHNO et al., 1997). Par contre, il convient de spécifier que, contrairement à 
l'IL-12, l'IL-18 seul n'induit pas la différenciation en ThI mais accélère in vitro 
(DINARELLO, 1999) et in vivo (TAKEDA et al., 1998) cette différenciation. En plus, l'IL-
18 augmente la cytotoxicité des cellules NK et T CD8 par des mécanismes incluant une 
augmentation du FasL et de la cytotoxicité médiée par les perforines, mais il n'a pas 
d'effet sur l'expression de TRAIL (DAO et al., 1996; KAYAGAKI et al., 1999; TSUTSUI 
et al., 1996). De leur côté, les macrophages et les cellules dendritiques sécrètent de 
l'IFN-y en réponse à une stimulation avec de l'IL-12 et l'IL-18 (FUKAO et al., 2000; 
MUNDERetal., 1998). 
Par contre, lorsque l'IL-12 est absent, l'IL-18 est un inducteur de la réponse Th2 
(NAKANISHI et al., 2001). En effet, seul ou en combinaison avec l'IL-4 ou l'IL-2, l'IL-18 
peut induire l'expression d'IgE et favoriser l'augmentation du nombre de cellules de 
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phénotype Th2 grâce à un mécanisme dépendant des cellules T CD4, de l'IL-4, et de 
STAT-6 (YOSHIMOTO et al., 2000). 
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Figure 1.5 l'IL-18 module de deux manières la réponse immune. 
L'IL-18 peut causer autant l'induction de la réponse Thl que l'induction de la réponse 
Th2. Pour cause, la présentation antigenique par les cellules présentatrices d'un antigène 
approprié en l'absence de ligands des TLRs et d'IL-12 crée un environnement favorable à 
la sécrétion d'IL-4, et, éventuellement, pousse la différenciation des cellules T naïves 
vers le phénotype Th2 caractérisé par la présence d'IL-4, d'IL-13, et par le facteur de 
transcription STAT6 (panneau de gauche). Au contraire, la présentation antigenique 
dans un contexte où les TLRs sont activés (panneau de droite) induit la sécrétion à la 
fois d'IL-12 et d'IL-18 par les cellules présentatrices. Ce contexte favorise la 
différenciation des cellules T naïves vers le phénotype Thl caractérisé par une forte 
production d'IFN-y et le facteur de transcription STAT4. 
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L'IL-18 est donc un puissant modulateur de la réponse immune puisqu'il peut favoriser à 
la fois la réponse Thl ou Th2 tout dépendamment des contextes physiologiques et 
pathophysiologiques (voir la figure 1.5) (NAKANISHI et al., 2001). De plus, les cellules T 
CD4 naïves cultivées pendant quatre jours avec de l'IL-2 et l'IL-18, en absence de 
stimulation du TCR, expriment le CD40L et produisent de l'IL-13 en grande quantité et 
un peu d'IL-4; l'activation du TCR augmente la capacité des cellules à produire ces 
cytokines (YOSHIMOTO et al., 2000). Par ailleurs, les basophiles et les mastocytes 
produisent de l'histamine et de grandes quantités d'IL-4 et d'IL-13 en réponse à une 
stimulation combinée avec de l'IL-18 et de l'IL-3 (YOSHIMOTO et al., 1999). 
1.5.4 L'interleukin 18 binding protein (IL-l8Bp). 
L'IL- !8Bp a été découverte dans l'urine de sujets sains et dans le sérum de souris en 
choc endotoxique par chromatographic d'affinité utilisant des billes couplées à l'IL-18; 
comme l'IL-18Bp ne possède pas de domaine transmembranaire, elle est sécrétée sous 
forme soluble (AIZAWA et al.. 1999; NOVICK et al.. 1999). L'IL-l8Bp bloque la liaison 
de l'IL-18 mature à son récepteur, TIL-I8R, ce qui inhibe la production d'IFN-y induite 
par l'IL-18 (NOVICK et al., 1999; REZNIKOV et al., 2000). L'IL-l8Bp fonctionne donc 
comme un leurre soluble, fonctionnellement apparenté à TIL-IR2, et, en conséquence, 
des analogues de l'IL-l8Bp sont utilisés comme moyen de contrer le système 
immunitaire par certains poxvirus (XIANG et MOSS, 1999). 
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1.5.5 Récepteur de l'IL-18 et réponse cellulaire à l'IL-18. 
Le récepteur de l'IL-18 est composé de deux sous-unités: IL-l8Ra, et IL-I8R|3. La 
première sous-unité est responsable de la liaison à l'IL-18 (TORJGOE et al., 1997) tandis 
que la deuxième transmet le signal à l'intérieur de la cellule (BORN et al., 1998). 
L'ARNm de l'IL-l8Ra est détectable dans plusieurs organes de la souris (thymus, rate, 
foie, poumons, intestins, et coeur), mais absent d'autres (cerveau, reins, pancréas, et 
muscles squelettiques) (PARNET et al., 1996); de plus il est détecté dans les lignées 
myéloïde, monocytoïde, érythroïde, et dans les mégacaryocytes (NAKAMURA et al., 
2000). LML-I8R a une signalisation similaire à celle le l'IL-IR étant donné l'homologie de 
la région cytoplasmique de leur récepteur, qui est semblable à celle des autres membres 
de la famille Toll (KOJIMA et al., 1998). La liaison de l'IL-18 à l'IL-l8Ra induit son 
association avec l'IL-l8Rp\ ce qui amène le recrutement de MyD88, une protéine 
adaptatrice, et permet la formation d'un échafaudage pour IRAK (HOSHINO et al., 
1999). IRAK s'autophosphoryle, quitte le complexe du récepteur, et interagit avec 
TRAF6 qui transmet le signal aux kinases IKKs qui activent le facteur de transcription 
NF-kB (ADACHI et al., 1998; KANAKARAJ et al., 1999). De plus, les p38 et ERKI/2 
MAPKs sont aussi sollicitées pour transmettre la signalisation chez les Thl activés 
(TSUJI-TAKAYAMA et al., 1997) et les NK (KALINA et al., 2000). Par contre, chez les 
Thl, l'activation de IU-I8R n'active pas la voie des JAK/STATs (ROBINSON et al., 
1997). 
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1.5.6 L'IL-18 chez les neutrophiles humains. 
La stimulation des neutrophiles avec l'IL-18 a plusieurs effets sur ceux-ci, par exemple : il 
induit la dégranulation; l'activation de la p38 MAPK; augmente l'expression du CD 11 b; 
et, pré-active les neutrophiles pour la production de ROS (ELBIM et al., 2005; LEUNG 
et al., 2001; WYMAN et al., 2002). De plus, les neutrophiles sécrètent quelques 
médiateurs peptidiques, tels que l'IL-8, l'IL-Ira, et PIL-6, en réponse à une stimulation à 
l'IL-18 OABLONSKA et al., 2001 ; JABLONSKA et JABLONSKI, 2002). Par ailleurs, il a 
déjà été montré que les neutrophiles purifiés de donneurs sains sécrètent 
constitutivement IL-18 (ROBERTSON et al., 2006), et, dans le contexte d'une tumeur 
orale, la sécrétion d'IL-18 est inductible par le LPS (JABLONSKA et al., 2005). 
1.5.7 L'IL-18 dans la réponse inflammatoire. 
La présence d'IL-18 et ses effets sur les autres cellules du système immunitaire ont été 
décrits dans de nombreuses maladies inflammatoires de plusieurs tissus. Par exemple, 
l'IL-18 contribue à la pathophysiologie de maladies autoimmunes, l'arthrite 
inflammatoire, aux désordres inflammatoires de l'intestin, à l'athérosclérose, à la 
dysfonction rénale, et aux maladies infectieuses (DINARELLO et FANTUZZI, 2003; 
DINARELLO et al., 2003; GRACIE et al., 2003; KANAI et al., 2003; LIEW et al., 2003). 
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Mise en contexte de l'étude 
Compte tenu du rôle essentiel des neutrophils dans le système immunitaire et de la 
variété des médiateurs sécrétés par ceux-ci, il est d'un intérêt fondamental 
d'approfondir les études portant sur les mécanismes intracellulaires (voies de 
signalisations, kinases et phosphatases activées, régulation transcriptionnelle et 
traductionnelle) impliqués dans les fonctions dites classiques, et, plus particulièrement, 
dans la génération des médiateurs inflammatoires comme les cytokines et les 
chimiokines. 
Notre hypothèse est que les stimuli inflammatoires induisent la production de 
chimiokines chez les neutrophiles humains par une signalisation impliquant la PI3K, 
MNKI et IL-18. Le premier objectif spécifique est de déterminer la contribution de PI3K 
à la production de chimiokines; et, si oui, de savoir si elle se situe au niveau de la 
transcription des gènes des chimiokines ou de leur traduction. Le deuxième objectif 
spécifique consistera à étudier la contribution de MNKI dans la traduction des gènes de 
chimiokines. Le troisième objectif spécifique est d'étudier l'effet de l'IL-18 sur la 
production de chimiokines par les neutrophiles. Pour terminer, le quatrième objectif est 
de déterminer si l'IL-18 qui est produit de façon endogène par les neutrophiles peut 
amplifier la production de chimiokines par ceux-ci. 
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CHAPITRE II - PREMIER ARTICLE 
A p85a PhosphatJdylinositol 3-Kinase Controls Inflammatory Cytokine Production in Human 
Neutrophils. 
Contribution de l'étudiant : toutes les figures ainsi que les expériences nécessaires à la 
conception de celles-ci et la rédaction de la première version du manuscrit. 
Cet article a été soumis au European Journal of Imunology en août 2010 et a été soumis 
une deuxième fois au comité de lecture en décembre 2010. 
Résumé 
Les neutrophiles sont les premiers leucocytes arrivés aux sites inflammatoires ou aux 
blessures où ils sécrètent plusieurs médiateurs de l'inflammation, incluant des cytokines 
et des chimiokines. De cette façon, ils contribuent grandement au façonnement de la 
réponse immune déclenchée contre les pathogènes envahisseurs. Nous avons montré 
que les MAP kinases p38 et ERK et que les facteurs de transcription NF-KB et C/EBPp 
contrôlent la production de cytokines chez les neutrophiles exposés à des stimuli 
physiologiques, tels que le LPS et le TNFa. Puisque ces derniers activent la PI3K dans les 
neutrophiles, nous avons étudié la contribution de cette voie de signalisation dans la 
production de cytokines chez les neutrophiles. Le LPS et le TNFa peuvent tous les deux 
induire la phosphorylation sur la serine 473 de Akt, la principale kinase effectrice en aval 
46 
de PI3K. Cette phosphorylation a été bloquée par un prétraitement avec du LY294002 
(un inhibiteur de la PI3K). De plus, cet inhibiteur a aussi bloqué la production induite de 
certaines cytokines, comme l'IL-8 et les MlP-la et MIP-lp. En conséquence, le 
traitement avec le LY294002 a fait diminuer l'expression des gènes de MlP-la et MIP-I(3 
alors que l'expression du gène et les niveaux d'expression des ARNms de l'IL-8, eux, 
n'étaient pas affectés. Similairement, le LY294002 n'a pas eu d'impact sur l'activation de 
NF-KB OU de C/EBPp, eux qui sont essentiels pour la transcription de l'IL-8. Par contre, 
le mécanisme précis permettant l'inhibition sélective de la transcription de certaines 
cytokines par le LY294002 reste indéterminé. Nous avons néanmoins identifié certaines 
cibles traductionnelles de la voie de la PI3K, ce qui pourrait affecter la synthèse de 
chimiokines inflammatoires. Des études faites avec des inhibiteurs et grâce à des 
expériences de nucléofection nous ont permis de déterminer que les effets de la voie de 
la PI3K sur la production de chimiokines peuvent être attribués à la sous-unité p85a de 
la PI3K, mais pas aux sous-unités pi lOcc et pi IOy. Nous avons aussi montré que la PI3K 
agit en aval de la p38 MAPK et de la kinase TAKI. Étant donné l'importance des 
neutrophils et de leurs produits dans les nombreux désordres inflammatoires 
chroniques, la voie de la PI3K représente une cible potentiellement intéressante dans le 
développement de nouvelles thérapies. 
Abstract 
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Neutrophils are generally the first leukocytes to arrive at sites of inflammation or injury, 
where they release a variety of inflammatory mediators, which contribute to shaping the 
ensueing immune response. Here, we show that in neutrophils exposed to physiological 
stimuli (i.e. LPS and TNFa), inhibition of the PI3K signaling pathway impairs the 
synthesis and secretion of IL-8, Mip-la, and Mip-ip. Further investigation showed that 
Mip-la and Mip-ip gene transcription was similarly decreased, whereas IL-8 
transcription and steady-state mRNA levels were unaffected. Accordingly, PI3K 
inhibition had no impact on NF-KB or C/EBP activation, which are essential for IL-8 
transcription, but the basis for this selective inhibition of chemokine transcription remains 
elusive. We nevertheless identified potential translational targets of the PI3K pathway 
(S6, S6 kinase, 4E-BP1). Inhibitor studies and nucleofection experiments further 
established that the various effects of PI3K on chemokine production can be ascribed to 
the p85a, pi 10p, and pi 106 subunits. Finally, we show that in LPS- and TNF-activated 
neutrophils, PI3K acts downstream of the p38 MAPK and TAK1 kinases. Given the 
importance of neutrophils and their products in numerous chronic inflammatory 
disorders, the PI3K pathway could represent an attractive therapeutic target. 
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Introduction 
Innate immunity bestows immediate and largely efficient protection against 
pathogens. In this context, neutrophils are of paramount importance, as they are recruited 
within minutes to the site of aggression. As they engulf foreign material, or following 
exposure to bacterial products, neutrophiles secrete a number of cytokines and 
chemokines, including IL-lp, IL-12, IL-18, TNFct, IL-8/CXCL8, Mip-la/CCL3, Mip-
lp7CCL4, and Mip-3a/CCL20 [1-3]. As a result, neutrophils profoundly modulate the 
inflammatory response, and are increasingly viewed as playing a critical role in initiating 
and shaping the adaptive immune response, via the generation of cytokines and other 
bioactive mediators [4,5]. 
Previous studies from our laboratory and others have shed some light on the 
transcriptional events and upstream signaling pathways involved in cytokine production 
by human neutrophils. Specifically, transcription factors of the NF-KB and C/EBP 
families were shown to be essential for this response, both in primary human neutrophils 
and in neutrophil-like human PLB-985 cells [6-8]. The p38 MAPK and MEK/ERK 
signaling pathways were also found to participate in cytokine generation by neutrophils 
[6, 9-12], albeit independently of NF-KB [6]. In contrast, AP-1 transcription factors, as 
well as the upstream JNK signaling cascade, do not seem to participate in this functional 
response of neutrophils [13]. 
Many of the physiologic stimuli eliciting cytokine production in neutrophils are also 
known to activate the PI3K pathway in these cells, and PI3K activation was shown to 
influence such neutrophil responses as adhesion, chemotaxis and migration, 
phagocytosis, superoxide generation, and delayed apoptosis [14-21]. These 
considerations led us to investigate whether the PI3K pathway might also participate in 
controlling inflammatory cytokine production in these cells. We now show that PI3K 
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activation is required for chemokine production in primary human neutrophils. We also 
established that the PI3K subunits involved are p85cc, pll0p\ and pllOo, and that the 
PI3K pathway is under the control of the TAK1 kinase, acting through p38 MAPK. Thus, 
the PI3K pathway may represent an attractive target in inflammatory conditions 
involving neutrophils and their products. 
Results 
Activation and inhibition of P13K in human neutrophils. Several groups have 
already documented PI3K activation in response to various neutrophil agonists, by 
monitoring Akt phosphorylation [27-30]. We confirmed that both LPS and TNFa 
induced this response, albeit more weakly and belatedly than fMLP (Fig. SI A). To 
determine the extent to which PI3K activation affects downstream processes, we 
inhibited the kinase using the inhibitor, LY294002. Because high LY294002 
concentrations affect kinases other than the PI3Ks [31], we first determined the lowest 
LY294002 concentration that would effectively inhibit Akt phosphorylation in human 
neutrophils. In response to various stimuli, 10 |xM LY294002 consistently inhibited Akt 
phosphorylation (Fig. SIB); this concentration was therefore used in all subsequent 
experiments. 
Impact of PI3K on inflammatory cytokine generation in human neutrophils. PI3Ks 
have been shown to affect inducible cytokine secretion in some cell types. In human 
neutrophils, it has been reported that PI3K inhibitors decrease the secretion of TNFa 
induced by serum amyloid A, and that of IL-8 in response to TNFa [32,33]. On the other 
hand, the secretion of IL-8 and TNFa occurring in response to either bacterial DNA or 
LPS was reportedly unaffected by PI3K inhibitors [15,34]. Thus, the question of whether 
PI3K participates in the production of inflammatory mediators in neutrophils remains 
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somewhat controversial. To address this issue, neutrophils were pretreated with 10 //M 
LY294002, stimulated with LPS or TNFa, and cytokine secretion was measured. As 
shown in Fig. 1A, PI3K inhibition potently downregulated the release of IL-8, Mip-la 
and Mip-1(3 at all time points investigated. Similarly, PI3K inhibition downregulated the 
amounts of both secreted and total chemokines (Fig. IB), indicating that it acted at the 
level of protein translation, or on upstream processes (or both). It is noteworthy that 
LY294002 did not significantly alter neutrophil apoptosis at the 4-h or 8-h time points 
(data not shown), thereby ruling out toxicity as a mechanism whereby the inhibitor might 
downregulate cytokine synthesis or release. 
We next examined whether the downregulation of chemokine synthesis by LY294002 
might result from an inhibition of cytokine gene expression. As shown in Fig. 2A, PI3K 
inhibition failed to affect the accumulation of IL-8 transcripts induced by LPS or TNFa, 
whereas Mip-la and Mip-lp mRNA steady-state levels were significantly decreased 
under the same conditions. To determine whether these results reflected transcriptional 
changes, samples were re-analyzed by primary transcript real-time PCR (PT-PCR). As 
shown in Fig. 2B, these experiments confirmed that PI3K is not implicated in IL-8 gene 
transcription, and that on the opposite, Mip-la and Mip-ip primary transcript levels are 
significantly decreased by PI3K inhibition. Thus, PI3K selectively affects cytokine gene 
transcription. 
Potential targets of PI3K action in human neutrophils. Because PI3K can influence 
both cytokine synthesis and transcription, we explored translational and transcriptional 
events that could represent PI3K targets in neutrophils. In the first instance, activation of 
the PI3K/Akt axis has been shown to promote cap-dependent protein translation in other 
cell types [35, 36]. We therefore focused on molecular targets that are known to be 
involved in this process. Among them, phosphorylation of the S6 kinase (S6K) results in 
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its activation and, in turn, in the phosphorylation of eIF4B and of the S6 ribosomal 
protein [35, 36]. In addition, 4E-BP1 is a translational inhibitor that binds to the 
elongation factor eIF4E when hypophosphorylated, therefore blocking its association 
with eIF4G [36].As shown in Fig. 3, the LPS- and TNF-induced phosphorylation of S6K 
was abolished by LY294002 in neutrophils, and phosphorylation of the S6 protein was 
reduced to background following PI3K inhibition. In this regard, it is noteworthy that the 
S6 protein was also constitutively phosphorylated in PBMC (our unpublished data). 
Similarly, 4E-BP1 was found to be phosphorylated in resting PMN and PBMC (Fig. 3 
and data not shown). Stimulation with LPS or TNFa induced its hyperphosphorylation, 
and PI3K inhibition reversed this phenomenon (Fig. 3), as recently observed in another 
cellular setting [37]. Together, our data show that PI3K inhibition disrupts translation 
initiation factor phosphorylation in neutrophils, and indicate that protein translation is 
probably inhibited as a result. 
Our finding, that PI3K inhibition can negatively affect cytokine gene transcription in 
neutrophils, prompted us to further investigate the underlying transcriptional events 
involved. In this regard, our previous studies have established that the NF-KB and C/EBP 
families of transcription factors are critical for cytokine production by human neutrophils 
[6, 8, 24]. As shown in Fig. S2A, PI3K inhibition did not alter the DNA binding of NF-
KB or C/EBP (as measured by EMSA) in LPS- or TNF-stimulated neutrophils. Related 
events (i.e. IKB-CI degradation, and phosphorylation of RelA or C/EBPp) were also 
unaffected (Fig. S2B). Thus, the PI3K/Akt pathway is not involved in the activation of 
transcription factors that are known to control cytokine production in neutrophils. To gain 
further insight into which transcriptional regulators might represent PI3K targets, we 
compared the proximal promoter regions of the IL-8, Mip-lot, and Mip-ip genes. 
However, computer analysis of these regions using Matlnspector [38] did not reveal any 
obvious differences in transcription factor binding sites between the IL-8 proximal 
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promoter and that of the Mip-la/p* genes (data not shown). Thus, the identification of 
putative transcriptional regulator(s) within the Mip-la/p promoters that are under PI3K 
control, still awaits further investigation. 
Contribution of individual PI3K isoforms to cytokine production and promoter 
activation in human neutrophils. Because virtually each PI3K isoform appears to play a 
role in a given cellular function [39-41], we sought to determine which ones were 
involved in controlling cytokine production in human neutrophils. As shown in Fig. S3, 
neutrophils constitutively express all PI3K isoforms at the same level as in PBMC. To 
determine which isoforms contributed to cytokine generation, we initially used 
pharmacological inhibitors that are selective for pi 10a or pllOv. However, those 
inhibitors had no effect on either Akt phosphorylation or IL-8 secretion when used at 50 
times their IC50 in human neutrophils (data not shown), suggesting that pi 10a and pi 10y 
did not regulate cytokine production. By contrast, a selective inhbitor of pllOô 
effectively blocked inducible chemokine generation (Fig. 4A). Similarly, a pliop 
inhibitor hindered chemokine production elicited by TNFa, and IL-8 secretion induced 
by LPS (Fig. 4B). 
To further explore the PI3K isoform issue, we resorted to an alternative approach -
the overexpression of dominant-negative mutants of the p85a and pi 10y PI3K subunits 
in neutrophil-like human PLB-985 cells. The p85a deletion mutant ("p85A") lacks an 
internal 35-aa sequence, thereby impeding its binding to pi 10 subunits [42], and the 
pllOy mutant has no intrinsic kinase activity [43]. As shown in Fig. 5A (inset), 
nucleofection of these mutants resulted in a readily detectable expression after 4h, as 
reported by another group [14]. Stimulation of neutrophil-like PLB-985 nucleofected 
with the p85a mutant resulted in a chemokine secretion that was mostly abrogated, while 
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it was unaffected in cells overexpressing the pllOy kinase dead mutant (Fig. 5A). 
Similarly, co-nucleofection of the wild-type Mip-la and Mip-ip promoters with the 
p85a mutant resulted in a markedly decreased inducibility in response to cell stimulation 
with LPS or TNFct, whereas whereas co-expression of the pi 10y mutant had no 
significant effect on promoter activity (Fig. 5B). By contrast, inducibility of the wild-type 
IL-8 promoter was unaffected by co-nucleofection of either PI3K mutant (Fig. 5B), in 
keeping with our IL-8 gene expression data in primary neutrophils (Fig 2). Taken 
together, the above results strongly suggested that a p85a PI3K contributes to inducible 
cytokine production in human neutrophils, along with pi 10(3 and pllOô, whereas 
pi 10a PI3K and pi 10y PI3K do not. 
Crosstalk between the PI3KIAkt and MAPK pathways, and upstream signaling. In 
view of our previous finding, that MAPK pathways influence cytokine production in 
neutrophils [6], and of the data presented herein, showing that the PI3K/Akt pathway 
also regulates this response, we investigated whether these signaling cascades might 
affect one another. As shown in Fig. 6A, PI3K inhibition had no effect on the inducible 
phosphorylation of either p38 MAPK or ERK1/2. However, we found that p38 MAPK 
inhibition nearly abrogated Akt phosphorylation, whereas MEK inhibition had no effect 
on this response (Fig. 6B). Thus, the POK/Akt pathway appears to be under the control 
of the p38 MAPK in human neutrophils. In view of our recent demonstration that TAK1 
acts upstream of the p38 MAPK in human neutrophils [44), we investigated whether 
TAK1 might also control the PI3K pathway. As shown in Fig. 6C, the LPS- or TNF-
elicited phosphorylation of Akt after was abrogated in neutrophils pre-incubated with 
the TAK1 inhibitor, 5z-7-oxozeaenol. Thus, neutrophil stimulation with LPS or TNFa 
results in the mobilization of the TAKl-p38 MAPK-PI3K-Akt axis. A summarized 
representation of how the various signaling pathways interact and influence cytokine 
generation is presented in Fig. S4. 
Discussion 
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Cytokines and chemokines released by neutrophils significantly contribute to 
leukocyte trafficking at inflammatory sites, and modulate inflammatory and immune 
processes [10, 11]. The production of these mediators must therefore be tightly 
regulated. Accordingly, we reported that this neutrophil response is under the control of 
NF-KB and C/EBP transcription factors [8], and the MEK/ERK and p38 MAPK 
signaling cascades [6]. By contrast, neutrophil cytokine production appears to be 
independent of the JNK/AP-1 pathway [13, 24, 45]. We now report that the PI3K/Akt 
signaling pathway also plays a foremost role in regulating the inducible production of 
inflammatory cytokines in human neutrophils. We also explored the potential targets of 
the PI3K pathway, and its interrelationship wih other signaling cascades. 
Prior to this study, the question of whether PI3K participates in the production of 
inflammatory cytokines in neutrophils was somewhat controversial. On the one hand, 
there were studies showing that PI3K inhibitors decrease the secretion of TNFa induced 
by serum amyloid A, and that of IL-8 in response to TNFa [32, 33]. On the other, the 
secretion of IL-8 and TNFa occurring in response to either bacterial DNA or LPS was 
reportedly unaffected by PI3K inhibitors [15, 34]. In the current study, we found that a 
concentration of LY2964002 much lower than that used by Wrann et al. [15] profoundly 
downregulated the generation of IL-8, Mip-la and Mip-ip by neutrophils stimulated 
with either LPS or TNFa. We also confirmed that this LY2964002 concentration (10 
uM) efficiently blocked the inducible phosphorylation of Akt, while displaying good 
selectivity, insofar as it had no impact on other LPS- and TNF-induced signaling 
cascades, such as the MEK/ERK, p38 MAPK, and IKK/NF-KB pathways. Our 
overexpression experiments provided additional evidence of PI3K regulation of 
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inflammatory cytokine production in human granulocytes. In keeping with this 
conclusion, we recently showed that LY2964002 inhibits the production of several 
cytokines in IL-18-stimulated neutrophils [2]. Similarly, PI3K inhibitors were reported to 
decrease the secretion of PAF, tissue factor, and S100A8/A9 in human neutrophils 
stimulated by opsonized zymosan, leptin, and urate crystals, respectively [19, 46, 47]. It 
therefore appears that the PI3K pathway controls the production of cytokines and other 
inflammatory mediators in neutrophils in response to a variety of stimuli - with the 
possible exception of bacterial DNA [34]. 
The manner in which the PI3K/Akt pathway regulates inflammatory cytokine 
production is multifold in neutrophils, as we found it to affect both cytokine synthesis 
and (at least in the case of Mip-la and Mip-ip) gene transcription as well. In the former 
instance, potential molecular targets were identified. We indeed showed that PI3K 
inhibition prevented the inducible phosphorylation of S6K and that of its substrate, the S6 
ribosomal protein. Similarly, LY2964002 inhibited the hyperphosphorylation of 4E-BP1 
occurring in response to LPS or TNFa. Together, these data suggested that in human 
neutrophils, PI3K probably controls cytokine synthesis by acting upstream of translation 
initiation factors that are known for their involvement in cap-dependent protein 
translation. In this regard, it was recently shown that in response to vaccinia virus 
infection of human dermal fibroblasts, PI3K plays a critical role in protein translation by 
regulating the phosphorylation of 4E-BP1 [37]. By contrast, the basis for the 
transcriptional inhibition of some cytokines by PI3K remains unclear. We could rule out 
an effect of PI3K on transcription factors known to influence cytokine transcription in 
neutrophils, i.e. the NF-KB and C/EBP families [6, 8, 24]. This agrees well with the fact 
that all chemokines studied herein depend on NF-KB and C/EBP transcription factors in 
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neutrophils [6, 8, 24]. Indeed, had PI3K contributed to NF-KB (or C/EBP) activation, its 
inhibition would have downregulated the transcription of all chemokines, whereas we 
observed that only the transcription of Mip-la and Mip-ip is under PI3K control, while 
that of IL-8 is not. Another difference between neutrophils and other cell types is that in 
the latter, Akt was shown to translocate to the nucleus upon LPS or TNF challenge, 
where it phosphorylates p300, resulting in increased gene transcription [48, 49]. In 
human neutrophils, however, neither Akt nor the p85a PI3K subunit were detectable in 
the nucleus, whether in resting cells or following LPS or TNF stimulation (our 
unpublished data). Thus, the selectivity shown by PI3K towards the transcriptional 
regulation of chemokine genes does not seem to depend on nuclear actions of Akt in 
neutrophils. We finally attempted to identify whether there exist differences in 
transcription factor binding sites between chemokine promoters that are under PI3K 
control (i.e. the Mip-la and Mip-ip promoters) and that of IL-8, whose activation is 
PI3K-independent. However, computer-assisted analyses of their proximal promoters 
revealed no obvious differences between the Mip-la/p proximal promoters and that of 
IL-8. It remains possible that the decreased Mip-la/p gene transcription observed 
following PI3K inhibition reflect increased promoter hindrance, relative to the IL-8 
promoter. Alternatively, the sought-after differences may be located further upstream, 
possibly in the form of repressor sequences. Studies are in progress to further understand 
the basis of the differential PI3K susceptibility among chemokine promoters. 
In addition to the molecular targets of PI3K action, we also investigated which PI3K 
isoforms mediate the observed effects of PI3K on cytokine production by human 
neutrophils. Initial studies performed using pharmacological inhibitors of individual pi 10 
isoforms indicated that whereas both pllOp and pi 106 participate in the regulation of 
cytokine production, neither pi 10a, nor pi 10y does. Nucleofection of dominant negative 
58 
PI3K isoforms in human neutrophil-like PLB-985 cells confirmed the lack of 
involvement of pllOy PI3K in this response. Importantly, these experiments also 
established that p85a participates in the control of cytokine generation and, in the case of 
Mip-la and Mip-lp\ in promoter activation as well. Together, our results demonstrate 
that the PI3K that regulates inducible cytokine production in human neutrophils is a 
p85a-containing, class IA PI3K. We could not determine, however, whether p85a exerts 
this function in association with pi 10(3 or pi 10Ô isoform. Whatever the case may be, our 
data are consistent with previous findings on the involvement of class IA PI3Ks 
(containing either p85a or pllOô) in TNF-induced neutrophil responses such as 
adherence, oxidase activation, and degranulation [50, 51]. Our data are also in keeping 
with observations made in other cell types, showing that pi 106 plays a role in cytokine 
production by T [52] and B cells [53]. 
Finally, investigations of the signaling events upstream of PI3K activation revealed 
that the PI3K/Akt cascade is under the control of the p38 MAPK in neutrophils, and 
might therefore mediate some actions of the latter. This could take place at the 
transcriptional level, as shown herein for the Mip-la/p genes, whose transcription is 
regulated by both the p38 MAPK pathway [6] and the PI3K pathway (this paper). 
Similarly, the p38 MAPK pathway affects the translation of inflammatory chemokines 
[6], and so does the PI3K pathway (this paper). Moreover, we found that the MAP3K, 
TAKl, acts upstream of the PI3K cascade in neutrophils, in keeping with observations 
made in other cell types [54-56], though the PI3K/Akt module can also function 
independently of TAKl [57]. In view of our recent demonstration, that TAKl acts 
upstream of the p38 MAPK in neutrophils [44], the current findings suggest that Akt is 
activated along the TAKl/p38/PI3K axis in neutrophils. This could have wide-ranging 
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implications, since PI3K is involved in several important neutrophil responses besides the 
generation of inflammatory mediators, such as adhesion, chemotaxis, the respiratory 
burst, and degranulation [50, 51, 58]. It is therefore to be expected that inhibition of 
either TAKl or p38 MAPK would dampen most (or all) of these PI3K-mediated actions. 
In a broader perspective, PI3K, just like TAKl or p38 MAPK, could represent a 
promising therapeutic target in a variety of chronic inflammatory conditions in which 
neutrophils predominate. 
Materials and Methods 
Antibodies and reagents. Antibodies raised against phospho-Akt (Ser473) (#9271), 
phospho-RelA (Ser536) (#3037), phospho-4E-BPl (Ser65) (#9451), phospho-p70 S6 
Kinase (Thr389) (#9234), phospho-S6 ribosomal protein (Ser235/236) (#2211), and 
phospho-CEBPb (Thr235) (#3084) were from Cell Signaling (Beverly, MA, USA). 
Antibodies against IkB-a (sc-371), p38 MAPK (sc-535), PI3K subunit p85 (sc-1637), 
and PI3K subunit pi 10 (sc-8010) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
USA). Endotoxin-free (< 2 pg/ml) RPMI 1640 and FCS were from Wisent (St-Bruno, 
Qc, Canada). Recombinant human cytokines were from R&D Systems (Minneapolis, 
MN), and UltraPure LPS (from E. coli 0111:B4) was from InvivoGen (San Diego, CA). 
Diisopropyl fluorophosphate (DFP), dimethyl sulfoxide (DMSO), N-formyl-methionyl-
phenylalanine (fMLP), and phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) were from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). The TAKl inhibitor, 5z-7-oxozeaenol, was a kind gift from Drs 
M. Tsuchiya and K. Ono (Chugai Pharmaceutical Co. Ltd, Shizuoka, Japan). The other 
kinase or protease inhibitors were purchased through Cedarlane Labs (Burlington, ON, 
Canada). All other reagents were of the highest available grade, and all buffers and 
solutions were prepared using pyrogen-free clinical grade water. 
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Vectors. The pcDNA3.1 vector was purchased from Invitrogen (Burlington, ON, 
Canada). The cDNA coding for a kinase-dead mutant (K832R) of pllOv (designated 
pi 10KD) subcloned in the pcDNA3.1 vector, and the cDNA coding for a p85a deletion 
mutant (designated p85A) subcloned in the pcDNA3.1 vector, were described elsewhere 
[141. A luciferase construct under the control of the human Mip-la promoter (-1013 to 
+84, designated MlP-la WT) cloned into a pGL4.11 vector was a kind gift from Dr. 
Daniel Teupser (Institute of Laboratory Medicine, Universitat Leipzig, Leipzig, 
Germany) [22]. This vector was used to generate a series of 5' nested deletion mutants of 
the human Mip-la promoter by PCR using the antisense primer: 5'-
tttççatggttctgagcaggtgacggaatg-31 (an overhang with an Ncol cloning site is underlined) 
and five sense primers with common 5' extensions (5'-tttaagctt) containing a Hindlll 
cloning site: 5'-aatttccctcctcacccccag-3' (-50 relative to the TATA box), 5'-
ccctgagttgtgcaacttagc-3' (-94), 5'-gaaaccatttccctatgaaac-3' (-205), 5'-
tgcctctgggaggaggaaggg-3' (-413), 5'-atgttataagcatatttatgc-3' (-801). The PCR products 
were digested with Hindlll and Ncol and cloned into the pGL4.11 vector (Promega, 
Madison, Wl). All the luciferase constructs and deletion mutants under the control of the 
human MIP-lp promoter (-1065 to +43) cloned into pGL3 (MIP-lp WT), were from Dr. 
Marvin Reitz (University of Maryland, Baltimore, MD) [23]. The deletion mutants of the 
IL-8 promoter (-1481 to +44) cloned into pXP2 (IL-8 WT), were a kind gift of Dr N. 
Mukaida, Cancer Research Institute, Kanazawa University, Japan. 
Cell isolation and culture. Neutrophils were isolated from the peripheral blood of 
healthy donors, following a protocol that was duly approved by an institutional ethics 
committee. The entire procedure was carried out at room temperature and under 
endotoxin-free conditions, as described previously [7]. As determined by Wright staining 
and FACS analysis, purified neutrophils contained fewer than 0.3% monocytes or 
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lymphocytes; neutrophil viability exceeded 98% after up to 4 h in culture, as determined 
by trypan blue exclusion and by Annexin V/propidium iodide FACS analysis. 
The PLB-985 cell line (obtained from the Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany) was cultured at 37°C under a 
humidified 5% CO2 atmosphere in RPMI containing 10% FCS, 100 U/ml penicillin and 
100 /*g/ml streptomycin. Granulocytic differentiation was induced by the inclusion of 
culture-grade DMSO (1.25 % v/v) in the culture medium, and proceeded for 5 days, as 
described [24]. 
Immunoblots. Samples were prepared, electrophoresed, transferred onto 
nitrocellulose, and processed for immunoblot analysis as previously described [25]. 
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA). Nuclear extracts were prepared using 
the nitrogen cavitation procedure and subsequently analyzed in EMSA, as described 
elsewhere [26], 
Real-time PCR analyses. Procedures and primers used were exactly as described 
before [8]. 
ELISA analyses. Neutrophils were cultured in 24-well plates at 37°C under a 5% CO2 
atmosphere, as indicated. Culture supernatants and the corresponding cell pellets were 
collected, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at -70°C. Samples were analyzed in 
ELISA using commercially available capture and detection antibody pairs (R&D 
Systems, BD Biosciences). 
Transient transfections and luciferase assays. PLB-985 granulocytes were 
nucleofected mostly as described [24]. Briefly, 107 cells were centrifuged and 
resuspended in 100 \i\ of room temperature Nucleofector Buffer Solution (Amaxa 
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Biosystems, Kôln, Germany), and 5 u,g of plasmid were added. After a 5-min incubation, 
the cells were nucleofected using the Q-01 setting of a Nucleofector instrument (Amaxa 
Biosystems). Cells were then centrifuged (280 g, 10 min), resuspended at 2 x 106/ml in 
RPMI-1640 medium supplemented with 10% FCS, and left to rest for 2.5 h. Cells were 
then cultured in the presence or absence of stimuli for 1 h (mRNA analyses) or 6 h 
(cytokine secretion and luciferase assays). Luciferase assays were performed as 
described [24]. 
Data analysis. All data are represented as the mean ± SEM of at least three 
independent experiments. Statistical differences between groups were analyzed by one-
way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni's post hoc test, using Prism 
5 software (GraphPad Software, San Diego, CA). 
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Figure 1. Effect of PI3K inhibition on cytokine synthesis and release in human 
neutrophils. (A) Neutrophils were pretreated in the presence or absence of 10 \xM 
LY2964002 for 15 min, and cultured with or without 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFoc 
for the indicated times. Supernatants were then analyzed by ELI SA. This experiment is 
representative of three. (B) Neutrophils were pretreated in the presence or absence of 10 
\xM LY2964002 for 15 min, and cultured with or without 100 ng/ml LPS or 100 U/ml 
TNFa for either 4h (for IL-8 determinations) or 8h (Mip-la/p determinations). 
Supernatants and the corresponding cell pellets were collected and analyzed by ELISA. 
Mean ±s.e.m. of 5 independent experiments, each one performed in duplicate. * = p < 
0.05. 
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Figure 2. Effect of PI3K inhibition on cytokine gene expression and transcription in 
human neutrophils. (A) Neutrophils were pretreated in the presence or absence of 10 ^M 
LY2964002 for 15 min, and cultured with or without 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFcc 
for 30 min. Total RNA was then isolated, reverse transcribed, and analyzed by real-time 
PCR. Values were normalized to 18S ribosomal RNA, and are represented as fold 
increase relative to unstimulated cells. Mean ± s.e.m. from 7 independent experiments. 
(B) Reverse transcribed RNA from the above experiments was analyzed by real-time 
primary transcript (PT)-PCR, i.e. using primers that amplify sequences located in the first 
intron of a given gene, thereby yielding a measure of transcriptional activity. Values were 
normalized over 18S ribosomal RNA, and are represented as fold increase relative to 
unstimulated cells. Mean ± s.e.m. from 3 independent experiments. * = p < 0.05. 
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Figure 3. Translational targets of PI3K in human neutrophils. Neutrophils were pretreated 
in the presence or absence of 10 uM LY2964002 for 15 min, and cultured without 
("ctrl") or with 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa for 30 min. Cells were then processed 
for immunoblot analysis using the depicted phospho antibodies; membranes were 
subsequently reblotted for p38 MAPK (as a loading control). This experiment is 
representative of three independent experiments. 
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Figure 4. Effect of isoform-specific PI3K inhibitors on cytokine production in human 
neutrophils. Cells were pretreated for 30 min in the presence or absence of either (A) 1 
LIM IC78411 (a pllOÔ inhibitor) or (B) the indicated concentrations of TGX-221 (a 
pi 10b inhibitor), and cultured with or without 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa for 6 h. 
Supernatants were analyzed by ELISA. Mean ± s.e.m. of at least 4 independent 
experiments. * = p < 0.01 relative to stimulus only (diluent). 
76 
littJ Mlp-I-
ail IPS TNF CM LPS TNF Ctrl ITS TNF CM IPS TNF CW LPS TMF CM LPS TNF 
PCONM1 plIOKD pcONA*1 p«tA ptiOKO 
an IPS TNf arl IPS TNF Ctrl IPS TNF 
«Kksganous p*Sa 
p i 10, KO 
PGDNA3 1 PIIOKO 
B 
s 
r 8 
* . • * 
an IPS TNT art I M TNf Ctrl IPS THF 
3 
p 
pcONA»! p » \ pllOKO 
Mlp! . 
CM IPS TNT art IPS TNf art IPS TNf 
pcONAtl pSSl pllOKO 
Mlp-tf 
Fortin »r * 
Figure S 
cm IPS TNF ari IPS TNF Ctrl IPS TNF 
pcONAJ I p N t pUOKD 
77 
Figure 5. Effect of overexpressed PI3K mutant isoforms on cytokine production and 
promoter activation in neutrophil-like PLB-985 cells. (A) Granulocytic PLB-985 cells 
were nucleofected with plasmids encoding the dominant negative mutants, p85D (a p85a 
lacking 35 amino acids, making it unable to bind plOO subunits) or pllOKD (a pllOy 
kinase dead mutant), or with empty plasmid (pcDNA3.1). After a 2.5-h culture, the cells 
were stimulated for 6 h with 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa, prior to ELISA analysis 
of culture supernatants. Mean ± s.e.m. from 3 independent experiments. Inset: 
nucleofected PLB-985 were analyzed by immunoblot for either p85ct or pllOy, to 
determine the extent of overexpressed mutant proteins. (B) Granulocytic PLB-985 cells 
were co-nucleofected with the PI3K mutants described above and with luciferase 
constructs fused to the wild-type IL-8, Mip-la, or Mip-ip proximal promoters. After a 
2.5-h culture, the cells were stimulated for 6 h with 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa, 
lysed, and luciferase activity was measured. Mean ± s.e.m. from 3 independent 
experiments. *, p < 0.05. 
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Figure 6. Cross-talk between the PI3K pathway and other signling cascades in human 
neutrophils. (A) Neutrophils were pretreated in the presence or absence of 10 j*M 
LY2964002 for 15 min, and cultured with or without 100 ng/ml LPS for 20 min, or 100 
U/ml TNFa for 15 min. Cells were then processed for immunoblot analysis using the 
depicted phospho antibodies; membranes were subsequently reblotted for b-actin (as a 
loading control). (B) Neutrophils were pretreated for 15 min in the absence or presence of 
1 pM SB202190 (p38 MAPK inhibitor), 20 pM PD98059 (MEK inhibitor), or 10 /<M 
LY2964002. Cells were then left unstimulated ("ctrl"), or stimulated with 100 ng/ml LPS 
for 20 min, 100 U/ml TNFa for 15 min, or 30 nM fMLP for 15 min. Cells were then 
processed for immunoblot analysis of P-Akt; membranes were subsequently reblotted for 
b-actin (as a loading control). (C) Neutrophils were pretreated for 15 min with imcreasing 
concentrations of 1 \iM 5z-7-oxozeaenol (TAK1 inhibitor), and either left unstimulated 
("ctrl"), or stimulated with 100 ng/ml LPS for 20 min, or with 100 U/ml TNFa for 15 
min. Cells were then processed for immunoblot analysis of P-Akt; membranes were 
subsequently reblotted for b-actin (as a loading control). Experiments shown in this 
figure are representative of four independent experiments. 
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Figure S2. impact of PMK on N F - K B 
and 17F.BP activation in human 
neutrophils. 
(\) Neutrophils were procreated with 
or without lO/ iM LV 2964002 for 1 •> 
mm and either left unstimulated 
( Ctrl ) or stimulated with I00ng.ml 
I PS or 100 L ml 1 N I a for 15 mm 
Cells were then disrupted by nitrogen 
cavitation and nuclear extracts were 
piepared and analyzed in EMSA (3 
/jg'Iane) using Nh KB and C I BP 
oligonucleotide probes Arrows mdi 
cate the specific DNA binding com 
plexes (B) Neutrophils were incubated 
as described in (A) and processed for 
immunoblot analysis using anti I K B a 
or P Rel \ (Sei536) antibodies, mem 
branes were subsequently stripped and 
reprobed for p38 MAPK (as a loading 
control) (C) Neutrophils were incu-
bated as described in (A), and 
processed for immunoblot analysis 
using a P-OFBPP (Thr235) antibody, 
membranes were subsequently stripped 
and reprobed tor GLBPp" (as a loading 
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Figure S4. Schematic representation of how PIJK interacts with other signaling cascades 
influence cytokine generation in human neutrophils. 
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CHAPITRE III - DEUXIÈME ARTICLE 
Functional Consequences of MNKI Inhibition in Human Neutrophils: Uncovering the 
Translational Connection. 
Contribution de l'étudiant : toutes les figures ainsi que les expériences nécessaires à la 
conception de celles-ci et la rédaction de la première version du manuscrit. 
Cet article sera soumis au The Journal of Immunology. 
Résumé 
Les neutrophiles produisent des cytokines et chimiokines qui sont essentielles dans le 
déroulement des réponses immune et inflammatoires. Alors que les principales voies de 
signalisation gouvernant la transcription génique de ces médiateurs sont relativement 
bien définies, les voies influençant la traduction sont très peu connues. Nous avons donc 
décidé d'étudier les conséquences fonctionnelles de l'inhibition de MNKI, qui est 
impliquée dans le contrôle de la traduction dans d'autres types cellulaires, chez les 
neutrophiles humains. Nous avons observé qu'une stimulation au LPS ou au TNFa cause 
la phosphorylation de MNKI chez les neutrophiles, et que ces stimuli induisent 
également son activité kinase. Par ailleurs, l'inhibition de MNKI par le CGP57380 
diminue la sécrétion de chimiokines (IL-8, Mip-la et Mip-ip) induite par le LPS ou le 
TNFa. Ces résultats ont été confirmés par la nucléofection d'une MNKI de type sauvage 
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ou de type dominant-négative dans la lignée cellulaire humaine PLB-985 différenciée en 
granulocytes. Nous avons également montré que le CGP57380 renverse l'effet anti-
apoptotique du GM-CSF et de la dexamethasone par des mécanismes impliquant 
possiblement une réduction d'expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-I, et une 
augmentation de l'activité des caspases 3 et 7. Afin de déterminer les cibles 
traductionnelles de MNKI, nous avons purifié les protéines s'associant à la coiffe des 
ARNm grâce au 7-methyl-GTP, une coiffe synthétique. Le CGP57380 n'a pas changé le 
patron de protéines recrutées au 7-methyl-GTP avant ou après stimulation, et 
MNKI elle-même n'y était pas recrutée. Par contre, le CGP57380 a réduit la 
phosphorylation de plusieurs molécules impliquées dans le contrôle de l'initiation de la 
traduction (S6Kinase, protéine S6 et facteur 4E-BPI). En conclusion, nous avons montré 
que l'activation des neutrophiles humains par des stimuli inflammatoires entraîne la 
production de cytokines, et autres protéines, en partie grâce à l'activation de la kinase 
MNKI. 
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Functional Consequences ofMNKl Inhibition in Human Neutrophils: Uncovering the 
Translational Connection. 
Fortin CF, Cloutier A, McDonald PP 
Pulmonary Division, Faculty of Medicine, Université de Sherbrooke; and Centre de 
recherche du CHUS, Sherbrooke, Qc, Canada 
Abstract 
A growing number of neutrophil-derived cytokines have proven to be crucial to various 
inflammatory and immune processes in vivo. Whereas the signaling pathways leading to 
their transcription are well characterized, the translational aspects are much less so. 
Hence, we set out to investigate the contribution ofMNKl kinase, which is implicated in 
translational control in other cell types, to translation in human neutrophils. Cellular 
activation, with LPS or TNF-a, resulted in the phosphorylation ofMNKl on residues 
linked to its kinase activity, and, activated its enzymatic activity. MNK1 phosphorylation 
was reduced by 5z-7-oxozeaenol, a TAK1 kinase inhibitor, and by SB202190, a p38 
MAPK inhibitor. Conversely, inhibition of other signaling pathways (MEK, PKC, and 
PI3K\Akt) had no effect on MNK1 phosphorylation. Surprisingly, MNK1 was 
phosphorylated in both cytosolic and nuclear fractions upon stimulation, but, as 
confirmed by real-time PCR, nuclear MNK1 did not contribute to cytokine gene 
transcription. Functionally, the inhibition ofMNKl with CGP57380, a specific inhibitor, 
led to a decrease in LPS- or TNFa-induced cytokine secretion (IL-8, Mip-la, and Mip-
lp). These results were replicated by nucleofecting wild-type and dominant-negative 
version ofMNKl into DMSO-differentiated PLB-985 cells. In addition, we showed that 
CGP57380 reversed the anti-apoptotic effect of GM-CSF, LTB4 and Dexamethasone in 
part by decreasing the expression of an anti-apoptotic protein, Mcl-1. To gain insights 
into putative translational targets ofMNKl, we isolated cap-binding complexes with m7-
GTP and verified whether MNK1 was a cap-binding protein. MNK1 was not recruited to 
m7-GTP caps both in resting and activated neutrophils, and, in addition, its inhibition did 
not influence cap-binding proteins recruitment. But CGP57380 was found to decrease the 
phosphorylation molecules implicated in translation initiation control. In conclusion, we 
show herein that neutrophil activation by inflammatory stimuli leads to protein 
production in part by the activating the MNK1 kinase. 
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Introduction 
Human Polymorphonuclear neutrophils (PMNs) are present within minutes at the site of 
aggression. Upon their recruitment to the site of aggression, PMNs attempt to clear it 
from invading cells, microbes or debris by phagocytosis and the production of reactive 
oxygen species (1, 2). If the site is successfully cleared of dangers, PMNs are removed of 
the site, which is critical for resolution of inflammation (3, 4). But it is well accepted now 
that PMNs are much more than terminally differentiated phagocytes. Indeed, PMNs 
secrete an impressive array of mediators ranging from proteases and antimicrobial 
molecules to lipid and protein mediators that profoundly influence the development of the 
subsequent immune response (2, 5). 
It was found early that PMNs possessed a biosynthetic activity that enabled them to 
constitutively produce such proteins as CR1, FcR, MHCI, and actin, as measured by 35S-
methionine incorporation (6). Subsequently, GM-CSF was shown to induce the 
production of various proteins, such as CRI, CD11, CR3, CD18 (7), 5-lipoxygenase (8), 
and the 5-LO-activating protein (FLAP) (9) in PMNs; in addition, TNFct was found to 
induce PR3 synthesis (10). More recently, PMNs were shown to produce a number of 
cytokines and chemokines in response to LPS and TNFa (11-15). 
Whereas the signaling pathways leading to cytokine gene transcription are well 
characterized (16-20), those leading to cytokine protein translation are not yet defined in 
human PMNs. As the p38 and ERK1/2 MAPKs are pivotal for cytokine generation in 
PMNs (17), we therefore investigated the contribution of the MAPK signal-interacting 
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kinase-1 (MNKl), a novel substrate of the MAPKs implicated in translation initiation 
control (21-23), to this phenomenon. 
We show herein that PMNs activation by inflammatory stimuli leads to cytokine 
production in part by the activating the MNKl kinase. Functionally, CGP57380 or a 
dominant-negative form of MNK1 led to a decrease in LPS- or TNFa-induced cytokine 
secretion in PMNs and PLB-985, respectively. In addition, we showed that CGP57380 
reversed the anti-apoptotic effect of GM-CSF, LTB4 and Dexamethasone in part by 
decreasing the expression of Mcl-l, an anti-apoptotic protein. To gain insights into 
putative translational targets of MNKl, we isolated cap-binding complexes with 7m-GTP 
and verified whether MNKl was recruited to mRNA caps. MNKl was not detected as 
part of the cap-binding complexes in both resting and activated neutrophils, and, in 
addition, MNKl inhibition did not influence the composition of cap-binding complexes. 
CGP57380, however, was found to decrease the phosphorylation molecules implicated in 
translation initiation control. 
Materials and Methods 
Antibodies and reagents 
Antibodies raised against phospho-MNK 1 (Thr 197/202) (#2111), MNKl (#2195), 
phospho-4E-BPl(Ser65) (#9451), phospho-p70 S6 Kinase(Thr389) (#9234), phospho-S6 
ribosomal protein(Ser235/236) (#2211), Mcl-l (#4572), and phospho-eIF4E(Ser209) 
were from Cell Signaling Technology. Antibodies against actin (sc-1616), LDH (sc-
33781), histone H3 (sc-8654), and p38 (sc-6176) were from Santa Cruz Biotechnology. 
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Ficoll-Paque was from Amersham Biosciences; endotoxin-free (<2 pg/ml), RPMI 1640 
and FCS were from Sigma-Aldrich and Wisent, respectively. Recombinant human 
cytokines were from R&D Systems, and ultrapure LPS (from Escherichia coli 0111 :B4) 
was from InvivoGen. Cycloheximide, diisopropylfluorophosphate (DFP), DMSO, 
Leptomycine B, protein G-sepharose 4FF beads, and PMSF were from Sigma-Aldrich. 
The protease inhibitors aprotinin, 4-(2-aminomethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), 
leupeptin, and pepstatin A were all from Roche. LY294002, U0126, and Ro-31-8220 
were from Calbiochem. 5Z-7-Oxozeaenol was from Tocris Bioscience. Caspase-Glo 3/7 
Assay System was from Promega. All other reagents were of the highest available grade, 
and all buffers and solutions were prepared using pyrogen-free clinical grade water. 
Plasm ids 
The pcDNA3.1 vector was obtained from Invitrogen Life Technologies. The human 
MNKla and MNKla Thr209Ala/Thr214Ala (T2A2) were created by PCR-mediated 
mutagenesis in two steps as described elsewhere (24). 
Cell isolation and culture 
Neutrophils were isolated from the peripheral blood of healthy donors, following a 
protocol that was duly approved by an institutional ethics committee. The entire 
procedure was conducted at room temperature and under endotoxin-free conditions, as 
described previously (15). Purified neutrophils were resuspended in RPMI 1640 
supplemented with 5% autologous serum, at a final concentration of 5xl06 cells/ml 
(unless otherwise stated). As determined by Wright staining and FACS analysis, the final 
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neutrophil suspensions contained <0.1% monocytes or lymphocytes; neutrophil viability 
was >99% after up to 4 h in culture, as determined by trypan blue exclusion and by 
annexin V/propidium iodide FACS analysis. The PLB-985 cell line (obtained from the 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) was cultured at 37°C under 
a humidified 5% C02 atmosphere in RPMI 1640 containing 10% FCS, 100 U/ml 
penicillin, and 100 ug/ml streptomycin. Granulocytic differentiation was induced by the 
inclusion of culture-grade DMSO (1.25% v/v) in the culture medium for 5 days, as 
described (18). 
Immunoblots 
Cells (5xl06) were incubated at 37°C in the presence or absence of stimuli. Incubations 
were stopped by 10 min incubation with equivalent volumes of ice-cold PBS 
supplemented with DFP (2 mM, final concentration), DTT (1 mM final), and phosphatase 
inhibitors (10 mM NaF, 1 mM Na3V04, 10 mM Na4P207). For whole-cell samples, 
boiling 2X sample buffer was added directly to cell pellets, which were briefly vortexed 
and placed in boiling water for a further 8 min. Samples thus prepared were sonicated to 
disrupt chromatin and stored at -20°C before analysis. Samples were electrophoresed, 
transferred onto nitrocellulose, and processed for immunoblot analysis as previously 
described (15). 
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Immunoprecipitations and in vitro kinase assays 
Neutrophils were stimulated accordingly, quick spun and cell pellets (5 x 106) were lysed 
with 1 ml of ice-cold lysis buffer (20 mM Tris [pH 7.4], 1% Nonidet P-40, 5 mM EDTA, 
and 150 mM NaCl) containing protease and phosphatase inhibitors, and centrifuged at 
20,000 g for 15 min at 4°C. Precleared lysates were incubated with 1.5 ug/ml rabbit anti-
MNK1 for 60 min at4°C followed by a 60 min incubation with protein G-sepharose 4FF 
beads at 4°C. Beads were washed once in lysis buffer, once in rinse buffer (20 mM Tris 
[pH 7.4], 150 mM NaCl, 10 mM Na4P207, 25 mM p-glycerophosphate, 1 mM Na3V04, 
and 2 ug/ml aprotinin) and twice in PAN buffer (20 mM PIPES [pH 7], 2 ug/ml aprotinin, 
and 100 mM NaCl). Beads were then resuspended in 30 ul PAN buffer, from which 20 ul 
were added to 20 ul kinase buffer (20 mM PIPES [pH 7], 10 mM MgCl2, 2 mM DTT, 1 
ug MBP, and 20 uM ATP) containing 5 uCi [-32P]-ATP. Samples were incubated (30 
min at 30°C) with frequent mixing, and reactions were terminated by mixing with 5x 
sample buffer and placed in boiling water, as described (20). The resulting samples were 
resolved on 18% SDS-PAGE, followed by drying and autoradiography. The remaining 10 
ul resuspended beads (in PAN buffer) were mixed with 10 ul 1.5x sample buffer and 
placed in boiling water, resolved on 10% SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose 
membranes, and MNK1 was detected. 
ELISA analysis of secreted proteins 
Cells (3 x 106 in 600 ml) were cultured in 12-well culture plates at 37°C under a 5% C02 
atmosphere, in the presence or absence of stimuli and/or inhibitors, for the indicated 
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times. Culture supernatants were analyzed by ELISA using commercially available 
capture and detection Ab pairs (R&D Systems, BD Pharmingen) as described (15). 
Real-time PCR analyses 
For each experimental condition, total RNA was extracted from 4 x 107 neutrophils using 
TRIzol (Invitrogen), and 1 ug of the resulting RNA was then reverse transcribed using 
Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen, #205313). Oligonucleotide primers were 
as follows: IL-8 (forward, AGGAAGCTCACTGGTGGCTG; reverse, 
TAGGCACAATCCAGGTGGC); Mip-la (forward, 
AGCTGACTACTTTGAGACGAGCA; reverse, CGGCTTCGCTTGGTTAGGA); Mip-
lp (forward, CTGCTCTCCAGCGCTCTCA; reverse, 
GTAAGAAAAGCAGCAGGCGG); 18S (forward, CGAGATCCCTCCAAATC; 
reverse, TTCACACCCATGACGAAC). Duplicate real-time PCR reactions for each 
sample were performed in a volume of 20 ul containing 50 ng cDNA and 400 nM 
forward/reverse primers, using Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, #201445) and 
SYBR-Green (Molecular Probes) in a Rotor-Gene 3000 instrument (Corbett Research). 
Reaction conditions for all primer sets were as follows: 95°C for 5 min, followed by 35 
cycles (95°C for 15 s, 60°C for 20 s, 72°C for 25 s). Amplification plots were generated 
using the Rotor-Gene application software v6.0 (Corbett Research), and fold induction 
was calculated using the AACt method with 18S as a housekeeping gene (15, 25). 
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Transient transfections and luciferase assays 
PLB-985 granulocytes were nucleofected mostly as described (18). Briefly, after 
differentiation, 107 cells were centrifuged and resuspended in 100 ul of room temperature 
human dendritic cell Nucleofector Solution (Amaxa Biosystems) and 5 ug of either wild 
type or mutant MNKl a plasmids were added. After a 5-min incubation, the cells were 
nucleofected using the U-002 setting of a Nucleofector instrument (Amaxa Biosystems). 
Cells were then washed and centrifuged (280 x g, 10 min), resuspended at 2.5 x 106/ml in 
RPMI 1640 medium supplemented with 5% FCS, and laid to rest for 2.5 h. Cells were 
then cultured, after a wash in PBS, in the presence or absence of stimuli for 4 h. 
Data analysis 
All data are represented as the means ± SEM of at least three independent experiments. 
Statistical differences between groups were analyzed by unpaired t tests, using GraphPad 
Prism version 5.0c for Mac OS X, GraphPad Software, San Diego California USA. 
Results 
The MNKl kinase is expressed by human PMNs and PBMCs and its expression is 
sustained in aged culture of resting and activated PMNs. MNKl is involved in 
translational control in other cell types, and, as PMNs are capable of protein synthesis, 
we decided to verify MNKl expression in these primary cells. Using an antibody raised 
against human MNKl, we were able to detect MNKl in PMNs and PBMCs, a result that 
was replicated in three independent experiments (Fig. 1A). The expression of MNKl has 
already been shown in mice lymphocytes (26) and mice spleen (27). To gain insights into 
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MNKl stability in primary cells, we cultured the PMNs with cycloheximide (CHX), an 
inhibitor of protein synthesis, in resting or stimulated conditions. In absence of 
stimulation, the expression of MNKl was sustained after 8 h of culture, and, as indicated 
by the addition of CHX, in a protein synthesis-dependent fashion (Fig. IB). The 
expression of MNKl was also sustained in LPS or TNFa-stimulated PMNs. Theses 
results indicated that MNKl was present in PMNs and that its expression is sustained in 
the cell even after long-term culture in resting or activated conditions. 
MNKl is phosphorylated in both cytoplasm and nucleus in response to inflammatory 
stimuli in human PMNs. MNKl phosphorylation, induced by inflammatory stimuli such 
as IL-lp, LPS, and TNFa, was described in mouse macrophages (28, 29), in MEFs (27), 
in epithelial renal cells (30). In addition, MNKl phosphorylation was described after IL-2 
stimulation in NK92 cells (31), and by anisomycin and IL-1(3 stimulation in keratinocytes 
(32). As most of these stimuli are known to induce cytokine production in PMNs (12), a 
process that is dependent of protein synthesis, we therefore examined if these stimuli 
would induce MNKl phosphorylation. As shown in figure 2A, LPS or TNFa stimulation 
of PMNs led to MNKl phosphorylation on two threonine residues (Thrl97/202) that are 
critical for the activation of MNKl catalytic activity (23). MNKl phosphorylation in 
response to stimulation was fast but maximal 15 min after stimulation, as already 
observed for other cell types (29). We then examined which signaling pathways were 
responsible for this phosphorylation. As shown in figure 2B, we found that two kinases, 
namely p38 MAPK and the TGF-p-activated kinase (TAKl), were critical for 
Thr 197/202 phosphorylation in response to either LPS or TNFa. These kinases, in 
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addition, have been shown by us to control PMN's functional responses after stimulation 
(17, 20). Conversely, other kinases involved in cytokine gene transcription (MEK1/2, 
PI3K, and PKC, (17), and unpublished results) were not involved in MNKl 
phosphorylation. MNKl possess a nuclear localization domain, we therefore verified 
MNKl localization in PMNs. Using an antibody against unphosphorylated MNKl we 
detected it in both the cytoplasm and nucleus of PMNs (figure 2C). The phosphorylation 
of MNKl, moreover, was also detected in both cellular fractions with the same kinetics 
(figure 2C). As MNKl possess motifs implicated in nuclear import and export (33), we 
asked whether MNKl shuttles between the cytoplasm and nucleus after by using 
leptomycin B (LMB), a compound that blocks CRM1-mediated nuclear export (34). We 
found that LMB was not significantly altering MNKl localization after cellular 
stimulation (supplemental figure 1). This is in contrast to what found in NIH 3T3 cells 
where the use of LMB resulted in a strong nuclear MNKl accumulation (35). We then 
assessed the purity of our fractions by using antibodies against markers of cytoplasm 
(lactate dehydrogenase, LDH) or of nucleus (histone H3, HH3). As shown in figure 2D, 
our fractionation method yields pure cellular fractions. These results suggested that, in 
response to inflammatory stimuli, MNKl was phosphorylated on two important threonine 
residues in the cytoplasm and the nucleus of PMNs. 
MNKl enzymatic activity is induced by inflammatory stimuli in PMNs, and is critical for 
cytokine generation in response to the same stimuli. Having shown herein that MNKl 
was phosphorylated in response to stimulation, we then verified whether MNKl was 
catalytically active in PMNs. Kinase assays were performed using an antibody directed 
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against MNK1 in the presence of myelin basic protein (MBP), a general kinase substrate, 
and [32-P]ATP (Fig. 3A, upper panel). Our results showed that TNFa or LPS induced 
MNK1 enzymatic activity in PMNs, and, in addition, 15 min of stimulation was found to 
be maximal (Fig. 3A, upper panel, and data not shown). In addition, we wanted to 
determine the adequate dose of CGP57380, a specific MNK1 inhibitor. Following kinase 
assays, we found that 20 \iM CGP57380 decreased MBP phosphorylation (Fig. 3A, upper 
panel). Furthermore, this dose abrogated the phosphorylation of eIF4E, a substrate of 
MNK1 (22), in PBMCs (Fig. 3A, lower panel). We therefore used 20 [iM CGP57380 in 
remaining experiments. 
We next tested the outcome of the previously determined concentration of CGP57380 on 
cytokine generation in PMNs. As shown in Figure 3B, 20 uM CGP57380 induced a 
significant decreased in cytokine generation in LPS or TNFa-stimulated PMNs. TNFa 
production is inhibited by CGP57380 in mouse macrophages (28) and T cells (36). In 
keratinocytes, TNF-a, IL-1(3, and IL-6 generation is abolished in response to anisomycin 
or IL-ip (32). In addition, IL-8 and IL-(3 production are strongly decreased by CGP57380 
in response to Shiga toxin-1 (Stxl) or LPS (37) in THP-1. As it was recently shown that 
MNK1 is also involved in TNFa gene transcription in other cells (36), we tested whether 
the decrease in cytokine generation observed here (Fig. 3B) could be explained by a 
hampered gene transcription following MNK.1 inhibition. However, MNK1 inhibition by 
20 \xM CGP57380 did not alter any of the tested cytokines mRNA abundance, as 
measured by real-time PCR (Fig. 3C). In addition, using specific sets of primers that 
detect the primary transcripts of cytokine genes, as described by others (38), we found 
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that cytokine gene transcription was not affected by MNKl inhibition in PMNs (data not 
shown). 
To validate the key role of MNKl in cytokine generation by PMNs, we transiently 
nucleofected a wild-type (WT-MNK1) and a catalytically inactive form of MNKl 
(T2A2-MNK1) in DMSO-differentiated PLB-985 cells, as described previously (18). We 
observed that cytokine generation levels were significantly decreased by T2A2-MNK1 
relative to those of WT-MNK1 (Fig. 3D). The successful overexpression of WT-MNK1 
and T2A2-MNK1 in differentiated PLB-985 cells is shown in figure 3E. These results 
demonstrate that inflammatory stimuli induced the activation of MNKl in PMNs, which 
participates in cytokine generation most likely at the translational level. 
MNKl is involved in the translation of proteins other than cytokines. Having shown that 
MNKl participates in cytokine generation in response to inflammatory stimuli in PMNs, 
we verified that MNKl was involved in the translation of other proteins. To do so, PMNs 
were cultured for 24 h in the presence of stimuli and 20 u.M CGP57380 (Fig. 4A). The 
basis of this experiment was that anti-apoptotic proteins have a short half-life and are 
constantly produced by PMNs during their lifespan (39). Incubation of PMNs with all 
tested stimuli resulted in a significantly decreased number of apoptotic cells after 24 h of 
culture compared to medium (Ctrl), as measured by flow cytometry (Fig. 4A, dark bars). 
The addition of CGP57380, however, significantly increased the number of apoptotic 
cells, thereby effectively reversing the anti-apoptotic effect of the stimuli (Fig. 4A, gray 
bars). It is of note that the addition of CGP57380 to medium (Ctrl) leads to no increase in 
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the number of apoptotic cells, indicating that the compound is not toxic for PMNs when 
used at this concentration. To further confirm the alteration of PMN lifespan as a result of 
MNK1 inhibition, we measured caspase 3/7 activity after 24 h of culture in the same 
conditions as described above. All the stimuli tested significantly decreased caspase 3/7 
activities (Fig. 4B, dark bars). The addition of CGP57380 leads to a significant increase 
in caspase activity after 24 h of culture (Fig. 4B, gray bars). 
The balance between pro- and anti-apoptotic proteins regulates PMNs lifespan. Mcl-l is a 
major anti-apoptotic protein in PMNs (39, 40). We therefore examined the expression of 
Mcl-l in PMN cultures supplemented with 20 u,M CGP57380 (Fig. 4C). PMNs cultured 
for 24 h express Mcl-l (Ctrl), but its expression is sharply decreased by CGP57380. All 
stimuli herein sustained Mcl-l expression; however, they were not equally potent 
inducers of Mcl-l expression in PMNs (Fig. 4C). MNK1 inhibition by CGP57380 was 
found to impair both the constitutive (Ctrl) and the stimuli-induced Mcl-l expression, 
except in the case of LtB4 in which case the decrease in MNK1 expression was smaller 
(Fig. 4C). We also tested whether CGP57380 decreased the expression of p38 and 
ERK1/2 MAPKs, which are implicated in PMN survival (39, 41, 42). We found that 
MNK1 inhibition did not alter the expression of these kinases in either resting or 
activated PMNs (Fig. 4C). These results strongly suggested that MNK1 is involved in the 
translation of proteins controlling PMNs lifespan, such as Mcl-l, and suggested that 
MNK1 controled the translation of selected proteins. 
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MNKl is not recruited to synthetic mRNA caps but its inhibition alters the 
phosphorylation of signaling molecules involved in translation initiation control. It has 
been reported in other cell types that MNKl is part of cap-binding complexes, and, as 
such, critical for protein translation. We therefore tested whether MNKl was recruited to 
mRNA caps in resting and activated human PMNs. We performed pull-down assays 
using synthetic mRNA caps coupled to Sepharose beads (7-methyl-GTP: m7-GTP) and 
PMN lysates - excluding nucleus and cellular debris - from different experimental 
conditions. We first tested whether proteins associate to m7-GTP in our experimental 
settings. As shown in figure 5A, we detected cap-binding proteins by silver staining. 
Interestingly, similar amounts of m7-GTP-binding proteins were detected under resting 
conditions compare to stimulation up to 6 h with LPS or TNFct (Fig. 5A, and data not 
shown). It is of note that there was no signal on the silver stains near the 46-kDa weight 
marker where we usually detect MNKl on immunoblots of PMN lysates. This 
observation prompted us to examine the presence of MNKl in m7-GTP-binding protein 
complexes with a more sensitive method than silver staining. No association between 
MNKl and cap-binding proteins was found by immunoblot, using an antibody against 
MNKl, in resting or activated PMNs (Fig. 5B). Conversely, MNKl was detected in post-
pull-down PMN lysates (Fig. 5C). As MNKl is suspected to phosphorylate eIF4G (43), a 
major scaffold protein that binds components of the translational machinery (33), we then 
tested whether MNKl activity was required for cap assembly. Inhibition of MNKl 
enzymatic activity by 20 jxM CGP57380 did not alter the composition of m7-GTP-
binding complexes as detected by silver staining (Fig. 5D). These results strongly 
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suggested that MNKl is not recruited to cytosolic mRNA caps and that its activity in not 
required for cap assembly in PMNs. 
We then verified whether MNKl enzymatic activity was required to induce the 
phosphorylation of molecules involved in translation initiation control, such as S6 Kinase 
(S6K), ribosomal subunit 6 (S6), and eukaryotic translation initiation factor 4E binding 
protein 1 (4E-BP1). MNKl inhibition by CGP57380 before PMN activation with LPS or 
TNFa led to a decrease in the phosphorylation of these molecules (Fig. 5E). The most 
striking effect of CGP57380 was on the phosphorylation of S6K as it was reduced to 
background levels. The phosphorylation of the S6 protein, however, was slightly reduced 
by MNKl inhibition. In the case of the 4E-BP1 factors, MNKl inhibition before 
stimulation led to a reduced amount of the hyperphosphorylated form of 4E-BP1 (slowest 
migrating form) whereas the hypophosphorylated (fastest migrating form) form was not 
affected. In addition, immunoprecipitation studies revealed that MNKl was not 
associated with S6K or 4E-BP1 in resting or stimulated PMNs (data not shown). The lack 
of MNK1-4E-BP1 association has been previously observed (43). These data suggested 
that MNKl indirectly contributes to the phosphorylation of molecules involved in 
translation initiation control. 
Discussion 
A growing number of neutrophil-derived cytokines have proven to be crucial to various 
inflammatory and immune processes in vivo (11, 12). Moreover, the signaling pathways 
leading to cytokine gene transcription have been extensively studied (16, 17, 19, 20). 
101 
However, the signaling pathways involved in the control of the initiation of translation in 
PMNs are, up to date, only inferred from other cell types where it is known that MNKl 
phosphorylates molecules involved ribosome in assembly to mRNAs, the rate-limiting 
step of translation (44). We therefore investigated the contribution of MNKl to 
translation control in PMNs. This is especially relevant as p38 and ERKl/2 MAPKs are 
pivotal for cytokine generation in PMNs (17), and as MNKl is a known substrate of these 
MAPKs (22). 
We found that MNKl was expressed in human PMNs; moreover, MNKl expression was 
sustained in resting and LPS- or TNFa-stimulated PMNs in long-term culture, thereby 
suggesting that MNKl perform important functions in these cells when they encounter 
inflammatory stimuli. PMN activation by LPS or TNFa, two potent inflammatory 
stimuli, induced the rapid phosphorylation of MNKl on threonine 197/202 residues, 
which are essential for the induction of its enzymatic activity (23). Stimuli-induced 
MNKl phosphorylation was strongly decreased by inhibitors targeting p38 MAPK and 
TAK1 whereas MEK, PKC, and the PI3K did not participate to MNKl phosphorylation 
in response to either LPS or TNFa. This is in contrast to what has been reported in other 
cell types where p38 MAPK and MEK/ERK are involved in MNKl phosphorylation (21, 
22, 28). Nevertheless, this is in keeping with our recent results in which instance we 
found that TAK1 was upstream of p38 MAPK in PMNs; in addition, TAK1 inhibition led 
to a drastic reduction of cytokine production (20). 
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We observed that MNKl was phosphorylated in response to stimulation in PMNs and 
that is was catalytically active. In addition, we found that CGP57380 induced the 
decrease of MNKl enzymatic activity. The concentration of CGP57380 used herein (20 
u.M) is twofold to the concentration used in 293 cells (10 u.M) to block eIF4E 
phosphorylation in response to PMA or TNFa (45), or in MCF-7 cells (10 ^M) in 
response to etoposide, a DNA damaging agent (46). Moreover, CGP57380 had no 
inhibitory activity on various other kinases, such as p38, JNK1, ERK1/2, protein kinase C 
or c-Src-like kinases (36). Functionally, MNKl inhibition by CGP57380 or by T2A2-
MNK1 led to a significant decrease in cytokine secretion in response to LPS and TNFa 
in PMNs or in differentiated PLB-985. Moreover, other groups have found that MNKl 
inhibition sharply decreased cytokine production in various cell types (28, 32, 36, 37). 
These previous results and the data presented here demonstrate that MNKl plays a 
critical role in cytokine synthesis. In addition, our results strongly suggest that MNKl is 
not involved in cytokine gene transcription in PMNs as CPP57380 did not impinge on 
either primary transcript or mRNA cytokine levels. 
Our data demonstrate that MNKl participates in cytokine generation in PMNs, but we 
also tested whether MNKl was involved in the translation of proteins other than 
cytokines. As anti-apoptotic proteins have short half-life (39), we tested whether 
CPG57380 influenced PMN lifespan or Mcl-1 expression, a major anti-apoptotic protein 
in PMNs (39, 40). As determined by annexin V staining, CGP57380 completely reversed 
the anti-apoptotic effect of the tested stimuli and significantly increased the number of 
apoptotic cells with Dexamethasone. In addition, the stimuli strongly induced Mcl-1 
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expression relative to that of control cells. However, Mcl-1 expression was differentially 
affected by CGP57380. These stimulus-specific differences may reflect the intrinsic 
properties of the signaling pathways elicited by different class of receptors; moreover, as 
shown in knockout mouse embryonic fibroblasts, caspase-3 cleavage and MNKl 
activation are linked by yet undefined mechanisms (47). 
In addition, we investigated whether CGP57380 would alter the expression of kinases 
involved in PMN survival, such as the p38 and ERK MAPKs. MNKl inhibition did not 
alter the expression of these kinases. Interestingly, these results suggested that MNKl 
was involved in the translation of a selected number of proteins in PMNs. MNKl seemed 
to participate in the translation of a restricted subset of proteins whose expression was 
inducible by inflammatory stimuli. This observation is in keeping with previous results 
obtained in other cell types. Indeed, although eIF4E phosphorylation is efficiently 
blocked by MNKl inhibition (36, 48), global protein synthesis rate is only slightly altered 
by MNKl inactivation (27, 36, 48, 49). Furthermore, constitutive protein synthesis rate is 
not decreased by CGP57380 in THP-1 (37), in intestinal epithelial cells (49) or in MCF-7 
cells (46). Conversely, stimuli-induced protein synthesis is dampened by MNKl 
inhibition (36, 37, 49, 50). Therefore, results from multiple cell types suggest that MNKl 
contributes mainly to the translation of inducible protein such as cytokines or 
chemokines, and, as shown recently, of viral proteins (51). 
We have shown herein that MNK 1 inhibition results in a sharply decreased synthesis of 
stimuli-inducible proteins in PMNs. To gain insights into MNKl putative translational 
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targets in PMNs, we used assays of cap-binding complexes with synthetic caps (m7-
GTP). Interestingly, we found that MNKl was not a cap-binding protein in PMNs. This 
is in contrast to findings where MNKl recruitment to eIF4G was required to induce 
eIF4E phosphorylation (23, 43). The role of eIF4E phosphorylation as a cap-dependent 
control of protein translation is still controversial (33). Indeed, indirect evidence obtained 
in transfected cells (48), in rabbit reticulocyte lysates, and in reporter gene assays (45) 
suggested that eIF4E phosphorylation may not be essential for cap-dependent translation. 
Furthermore, it was found that eIF4E phosphorylation actually decreased its affinity for 
capped mRNA (52), and, therefore, this could serve to limit cap-dependent translation 
(45). 
MNKl is thought to phosphorylate the scaffolding protein eIF4G (43) whose 
phosphorylation is induced in parallel with eIF4E in response to phorbol esters (53). In 
addition, MNKl was recently linked to viral protein production in response to viral 
infection (51). We therefore decided to test whether MNKl activity was required for cap 
assembly. We found that MNKl activity was not required for the recruitment of cap-
binding proteins in PMNs. Recent findings have indicated that how MNKl influences the 
association between eIF4G and eIF4E, which may be cell type- and context-dependent. 
Indeed, in MCF-7 cells, CGP57380 decreased the association between eIF4G and eIF4E 
in response to DNA damage (46) whereas, in COS-7 cells, the eIF4G-eIF4E complex was 
unaltered by CGP57380 in the context of viral infection (51). Nevertheless, the fact that 
MNKl activity was not required for cap assembly in PMNs is in keeping with our other 
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findings described herein where we found that MNKl was not recruited to mRNA caps 
and that eIF4E was not phosphorylated as a result of cell activation. 
The lack of MNKl substrates in PMNs prompted us to examine the contribution of 
MNKl to the phosphorylation of molecules involved in the control of the initiation of 
translation (54). We found that CGP57380 strongly decreased S6K phosphorylation 
whereas 4E-BP1 phosphorylation was less affected. As MNKl does not associate with 
neither of these molecules, as determined by immunoprecipitation studies, we conclude 
that MNKl indirectly contributes to their phosphorylation. The activation of the S6K has 
been linked to type I IFNs production by dendritic cells in response to TLR agonists (55). 
This observation could be relevant to cytokine production in PMNs as well. Moreover, 
S6K activation has been described after GM-CSF stimulation in PMNs (56), a growth 
factor known to induce IL-8 and MIP-ip generation (unpublished data). 
In conclusion, we show herein that PMNs activation leads to cytokine production in part 
by activating MNKl. The MNKl kinase, however, is not involved in cytokine mRNA 
expressions. In addition, MNKl contributes to the synthesis of inducible proteins but not 
to that of housekeeping proteins. As MNKl is not recruited to mRNA caps, its putative 
substrates in PMNs remain elusive but MNKl indirectly contributes to the 
phosphorylation of molecules involved in the control of the initiation of translation. 
Finally, we found that MNKl contributes to inducible protein synthesis in PMNs, such as 
cytokines and anti-apoptotic proteins. It therefore provides a novel target in the 
development of therapeutic strategies against inflammation-based pathologies. 
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Figure 1. MNKl expression is sustained in activated in human neutrophils. (A) An equal 
amount of neutrophils (PMNs) and autologous peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) from three different blood donors were processed for immunoblot analysis 
using an antibody to MNKl; the membrane was subsequently rebiotted for (3-actin (as a 
loading control). (B) Neutrophils were stimulated with 100 ng/ml LPS or with 100 U/ml 
TNFcc (Stim.) for 4 to 8 h in the absence or presence of 20 ng/ml cycloheximide (CHX). 
Cells were then processed for immunoblot as described in (A). 
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Figure 2 
Figure 2 MNK1 is phosphorylated in a p38 MAPK and TAK1 -dependent manner in both 
the cytosol and nucleus of stimulated human neutrophils (A) Neutrophils were 
stimulated for the indicated times with 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa. Cells 
(0.75x106/lane) were then processed for immunoblot using an antibody to p-MNKl (thr 
197/202), membranes were subsequently reprobed for MNK1 (as a loading control). (B) 
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Neutrophils were pretreated for 45 min in the presence of 1 \iM SB202190 (p38 MAPK 
inhibitor), 10 \iM U0126 (MEK inhibitor), 10 uJvl LY294002 (PI3K inhibitor), 3 uM 
Ro-31-8220 (PKC inhibitor), 1 uM OZ (5z-7-oxozeaenol, TAK1 inhibitor), and 0.1% 
DMSO (vehicle). Cells were then left unstimulated (Dil.) or stimulated with 100 ng/ml 
LPS or 100 U/ml TNFa for 15 min. Cells thus treated (0.75xl06/lane) were then 
processed for immunoblot analysis of p-MNKl (thr 197/202); membranes were 
subsequently reblotted for P-actin (as a loading control). (C) Neutrophils were stimulated 
with 100 mg/ml LPS or 100 U/ml TNFa for the indicated times. Thereafter, cell lysates 
were separated in cytoplasmic fractions (cytoplasm) and nuclear fractions (nucleus) as 
indicated in materials and methods. Equal amounts of cytoplasm and nuclear fractions 
(0.4xl06/cells) were processed for immunoblot analysis of p-MNKl (thr 197/202); 
membranes were subsequently reprobed for MNK1. (D) Neutrophils were stimulated 
with 100 U/ml TNFa for the indicated times and resulting cell lysates were separated in 
cytoplasmic and nuclear fractions as described in material and methods; a cellular lysate 
of resting neutrophils (whole PMNs) was included as a positive control. Equal amounts 
of cytoplasm and nuclear fractions (0.4x106/cells) were processed for immunoblot 
analysis against lactate dehydrogenase (LDH) and histone H3 (HH3) using antibodies. 
Membranes were subsequently reprobed for P-actin (as a loading control). 
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Figure 3. MNKl is activated in neutrophils and contributes to cytokine generation in both 
DMSO-differentiated PLB-985 and human neutrophils. (A) Neutrophils were pretreated 
with increasing concentrations of CGP57380 (MNKl inhibitor) or its vehicle for 45 min 
and stimulated with LPS or TNFa (Stim.). The cells were then disrupted, and MNKl was 
immunoprecipitated. The resulting immunoprecipitates were split in two parts, which 
were either immediately analyzed in kinase assays using MBP as a substrate or processed 
for SDS-PAGE and subsequent immunoblot analysis of their MNKl content. 
Alternatively, autologous PBMCs were pretreated with increasing concentrations of 
CGP5738 for 45 min and stimulated with 100 ng/ml LPS for 45 min. Cells were then 
processed for immunoblot to P-eIF4E (ser 209); membranes were subsequently reblotted 
for fi-actin (as a loading control). (B) Neutrophils were pretreated in the presence or 
absence of 20 \iM CGP57380 for 45, and either left unstimulated, or stimulated with 100 
ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa for 6 h. Supernatants were collected and analyzed by 
ELISA for the depicted chemokines. Results are expressed as mean ± SEM from four 
independent blood donors. (C) Granulocytic PLB-985 cells (d5) were nucleofected with 
an empty plasmid (pcDNA3.1), or with the same plasmid encoding wild-type MNKl 
(WT) or the dominant negative mutant T2A2 (two threonines replaced by alanines in 
MNKl's activation loop). After a 2.5-h culture, the cells were stimulated with 6 h with 
100 ng/ml LPS (L) or 100 U/ml TNFa (T) prior to ELISA analysis of the depicted 
cytokines in the culture supernatants. Results are expressed as mean ± SEM from three 
independent experiments. (D) Granulocytic PLB-985 cells (d5) were nucleofected with 
pcDNA3.1 (mock), or with the same plasmid encoding wild-type MNKl (WT) or the 
dominant negative mutant T2A2. After a 2.5-h culture, the cells (0.4x106/lane) were then 
processed for immunoblot analysis of MNK1 ; membranes were subsequently reblotted 
for P-actin (as a loading control). 
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Figure 4. Effect of MNKl inhibition on delayed apoptosis in human neutrophils. (A) 
Neutrophils were pretreated for 45 min with 20 mM CGP57380 prior to stimulation with 
1 ng/ml LPS, 300 U/ml TNFcc, InM GM-CSF or 15 nM LTB4 and further cultured for 
24 h before processing. (A) 10.000 cells per condition were analyzed by FACS for the 
determination of apoptosis as described in materials and methods. Results are expressed 
as the mean ± SEM of three independent blood donors. (B) Neutrophils were incubated 
as in (A), and caspase-3/7 activity was determined as described in materials and methods. 
Results are expressed as the mean ± SEM of three independent blood donors. (C) 
Neutrophils were incubated as described above and processed for immunoblot analysis of 
MNKl, p38 MAPK, and ERKl/2; the membrane was subsequently reprobed for p-actin 
(as a loading control). 
120 
A B 
<^'^v 
Pult-dowrt: m7-GTP 
Pul-down. m7-GTP 
WB Mnkl 
S. 
»r 
S 
i*3 
•' 
m 5 
ï 
u. 
z 
%',«** 
H % 
a. 
?S 
JC 
6 
;*gV 
Mnkl 
Posl-Pu»-«lo¥m 
lys at es 
Mnkl 
Actio 
Ctrt LPS 4n TNF.t 4h 
+ 
Pull-down m7-GTP 
CW LPS 15- LPS 30 TNF.,15 TNFr,30' 
F â 
. ' " • - . t / ; ^ * - * « ^ ' . ' : / f ' 
. MTKT jjffjg " 
^^w^^W^H? 
' • ' ' ' '";•'•• - ^ 4 S $ 
HWIWWIPF^^ I 
f •• •• ' 1 
P-S6K 
P-S6 
P-4E-BP1 
Actin 
':ji.ï:.MiMktr..MlMx£,tK. .:• 
Fortin et a) 
Figure 5 
121 
Figure 5. MNK1 is not recruited to capped mRNA and its inhibition do not alter cap-
binding protein complex formation in human neutrophils. (A) Neutrophils were exposed 
to 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa, as indicated. The cells were then disrupted, and 
cap-binding proteins were precipitated using m7-GTP-Sepharose conjugated beads. The 
precipitates were separated by SDS-PAGE and processed for silver staining. In addition, 
neutrophils were exposed to 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa for 4 h, and cap-binding 
proteins were precipitated using m7-GTP-Sepharose conjugated beads. (B) Precipitates 
were processed for immunoblot analysis of MNK1; a cellular lysate of resting neutrophils 
(PMNs) was included as a control. (C) After precipitation by m7-GTP-Sepharose 
conjugated beads, the cellular lysates (now designated as post-pull down lysates) were 
processed for immunoblot analysis of MNK1 and P-actin as described above. (D) 
Neutrophils were pretreated with 20 u,M CGP57380 for 45 min and either left 
unstimulated (Ctrl) or stimulated with 100 ng/ml LPS, or with 100 U/ml TNFa for 4 h. 
Cells were then disrupted and cap-binding proteins were precipitated by m7-GTP-
Sepharose conjugated beads. The resulting precipitates were separated by SDS-PAGE 
and processed for silver staining. (E) Neutrophils were pretreated with 20 [iM CGP57380 
for 45 min and either left unstimulated (Ctrl) or stimulated with 100 ng/ml LPS, or with 
100 U/ml TNFa for times indicated. Cells were then processed for immunoblot analysis 
of p-S6K (thr 389), p-S6 (ser 235/236), and p-4E-BPl (thr 37/46). The membranes were 
subsequently reprobed for p-actin (as a loading control). (F) Granulocytic PLB-985 cells 
were nucleofected with pcDNA3.1 (mock), or with the same plasmid encoding wild-type 
MNK1 (WT) or the dominant negative mutant MNK1 (T2A2). After 2.5-h, the cells were 
exposed to 100 ng/ml LPS or 100 U/ml TNFa. Cells were then processed for immunoblot 
analysis of p-S6K; membranes were subsequently reprobed for p-actin (as a loading 
control). 
122 
S1 
If) 
Z3 
Ctrl 6 h LPS 30' TNF 30' 
20 nM LMB 
MNK1 
Actin 
MNK1 
Actin 
Figure SI. MNK1 does not shuttle between cytosol and nucleus in human neutrophils. 
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Figure S2. MNK1 inhibition does not hamper cytokine gene expression and transcription 
in human neutrophils. (A) Neutrophils were pretreated with 20 uM CGP57380 for 45 min 
(designated as "I"). Cells were then left unstimulated (Ctrl) or stimulated with 100 ng/ml 
LPS ("L") or 100 U/ml TNFa ("T") for 30 min. Total RNA was then isolated, reverse 
transcribed, and analyzed for specific products by real-time PCR. Values were 
normalized to GADPH RNA and results are represented as fold increases relative to 
unstimulated cells. Results are shown as the mean ± SEM of three independent blood 
donors. (B) Reverse transcribed RNA from the above experiments were analyzed by real-
time primary transcript (PT)-PCR using primers that amplified sequences located in the 
first intron of a given gene, thereby yielding a measure of transcriptional activity. Values 
were normalized to GADPH RNA and results are represented as fold increases relative to 
unstimulated cells. Results are shown as the mean ± SEM of three independent blood 
donors. 
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CHAPITRE IV - TROISIÈME ARTICLE 
Avant-propos 
Autocrine Role of Endogenous Interleukin-18 on Inflammatory Cytokine Generation by Human 
Neutrophils. 
Contribution de l'étudiant : toutes les figures ainsi que les expériences nécessaires à la 
conception de celles-ci, la rédaction de la première version du manuscrit et les 
expériences supplémentaires demandées par le comité de lecture de la revue. 
Cet article a été publié dans le The FASEB Journal en Janvier 2009, volume 23, numéro I, 
pages: 194-203. 
Résumé 
Les neutrophiles sont des acteurs majeurs dans la réponse immune innée et ils 
influencent également les réponses inflammatoires et immunitaires par la production de 
nombreuses cytokines. L'interleukine-18 (IL-18) stimule plusieurs fonctions des 
neutrophiles et des données récentes suggèrent qu'ils sont une source possible d'IL-18. 
Nos travaux ont démontré que les neutrophiles produisent de façon constitutive à la 
fois PIL-18 et son antagoniste naturel, \'IL-l8-binding protein (IL-I8BP). L'activation 
cellulaire n'a pas affecté pas la relâche d'IL- I8BP, mais a induit l'expression génique ainsi 
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que la sécrétion d'IL-18 d'une manière dépendante de l'activation de N F - K B . De plus, 
l'IL-18 endogène a rétroagi sur les neutrophiles pour faire augmenter la production de 
cytokines chez les cellules traitées au LPS. Similairement, l'addition d'IL-18 exogène a 
induit l'expression génique et la sécrétion de plusieurs cytokines inflammatoires chez les 
neutrophiles, ainsi que l'expression de son propre gène. Nous avons également montré 
que l'IL-18 active la voie de signalisation de la MAPK p38, de la MEK/ERK, et de la 
PI3K/Akt dans les neutrophiles. La cascade de la IKK était aussi activée par l'IL-18, 
résultant en la dégradation de kB -a , l'activation de N F - K B , et la phosphorylation de 
RelA. Cette signalisation a aussi contribué à la production de cytokines inflammatoires 
chez les neutrophiles activés par l'IL-18. Par contre, la phosphorylation et la liaison à 
l 'ADN des STATs n'a pas été induite par l'IL-18. Nos résultats montrent de nouvelles 
interactions entre l'IL-18 et les neutrophiles et supportent l'idée que ces cellules 
influencent à la fois l'immunité innée et adaptative. 
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\bs tract 
Neutrophils arc key players of innate immunity and influence inflammatory and immune reactions 
through the production of numerous cytokines and chemokines IL-18 a mcmbei of the 11 1 fanulv 
and a central mediator m such reactions is known to stimulate several neutrophils responses, and 
recent evidence suggests that neutrophils might also represent a cellular source of IL-18 Here we 
show that neutrophils constitutively produce both IL-18 and its antagonist II-18BP Cell activation 
does not affect II/-18BP release but leads to an increased gene expression and secretion of 11/-18, a 
process that is dependent on NP-KB activation Moreover endogenous 11 -^18 feeds back on the 
neutrophils to augment chernokine generation in LPS treated cells as shown using neuliah/ing 
antibodies or cAoçmous IL-lbBP in much the same manner as shown picvioiisly for endogenous 
1 Nl ix \ccordingIy, exogenous IL-18 was found to induce the gene expression and release of several 
inflammatory cytokines in neutrophils including lUs own gene expression We finally report that 11^18 
activates the p^8 VIA.PK MFK F-RK and PHK <\kt pathways in neutrophils The IKK cascade is also 
activated by IL-18 resulting in KB a degradation, \ F - K B activation and RelA phosphorylation 
Vccordiugly these pathways contribute to various degrees to the generation of inflammatory cytokines 
in IL 18 stimulated neutrophils By contrast the phosphorylation and activation of various STAT 
proteins were not induced by II 18 Collectively, our results unveil new interactions between IL-18 
and neutrophils and further support a role for these cells in influencing both innate and adaptive 
immunity 
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Introduction 
Interleukm-18 is a plunpotent cytokine that is normally produced bv macrophages, dendritic cells 
(DCs), and epithelial cells ' It is synthesi7ed as a 24-kDa precursor which is then cleaved to an 18-kDa 
mature IL-18 protein bv inflammasome-acti\ ated caspase-1 2 Functionally, IL-18 has profound effects 
on the innate and adaptive immune systems In particular, 11-18 enhances the 0-12-dnven, Thl-
mediated immune respoases, which play a critical role in host defease against infection by intracellular 
microbes through the induction of IFNy Conversely, in the absence of 11 -^12, II -18 stimulates Th2 
immune responses 4 Thus, IL-18 is a rather unique cytokine, insofar as it can enhance both Thl- and 
Fh2-dn\en immune responses, as well as innate immunity ' 
The biological actions of IL-18 can be counteracted by the IL-18 binding protein (IL-18BP). which 
blocks the binding of mature IL-18 to its receptor, thereby inhibiting downstream processes such as 
M ' - K B activation and the generation of II Ny or IL-8 3 Ilius, just as IL-18 is a member of the IL-1 
family of cytokines. II/-18BP is functionally similar to the naturally occurring IIy-1 receptor antagonist 
fhe expression and release of IL-18BP is known to occui in response to IFNy in colon caicinoma and 
epithelial cell lines 6. whereas in the myeloid lineage, monocytes and NK cells produce II-18BP in 
response to by Ilil cytokines such as IFNy 11-2,11-12, II -15 and II -18 " 
Cellular targets of II -18 include several leukocyte populations, including neutrophils ITie latter are 
key players in innate immunity, and are the first to lea\e the circulation in order to engage invading 
pathogens In addition to their notorious phagocytic and microbicidal activities, neutrophils are often 
piyotal m launching and or amplifying inflammatory and immune responses 8 A foremost mechanism 
whereby neutrophils exert these actions is by the synthesis and release of a variety of cytokines and 
chemokmes. such as II - ip, TNFa, IFNy, II -12. IL-8 (C\CI 8). Mip-la P (CCU and CCL4), and a 
host of others 9 '^ Similarly, neutrophils can secrete remarkable amounts of soluble B-lvmphocyte 
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stimulator (BI vS) ' ' , an important B cell maturation and survival factor As a result neutrophils are 
tncrcasinglv seen as important intermediates in bridging innate and acquired immunitv 
Several neutrophil responses can be triggered by II,-18 These include degranulation the 
upregulation of surface CDl lb priming of the respirator> burst and the activation of the p38 MAP 
kinase ' In addition IL 18 was reported to induce the secretion of a few cytokines (IL 1 IL 6 IL 8) 
and related products (IL Ira) in neutrophils :32S Moreover it was recently shown that in healthy 
subjects unstimulated neutrophils constitute ely secrete 11-18 •* and that in oral tavitv tancer 
patients constitutive IL-18 release by neutrophils could be enhanced following LPS stimulation 7 The 
fact that II 18 is both a neutrophil product and activator prompted us to investigate under which 
conditions neutrophils from healthv subjects can express and release IL-18 and IL-18BP, and whether 
IL 18 might positively feedback on these cells We now report that IL 18 gene expression is 
upreguiated b> LPS T \ F a and IL 18 itself and that it is under the control of NF KB We confirm that 
neutrophils constitutive!} secrete IIv-18 and also show that of all agonists tested only 1 PS transiently 
augments II 18 secretion Neutrophils were additionally found to constitutively secrete II -18BP but 
this response was not affected by the cell stimulation status Moreover II 18 induces the gene 
expression and release of several inflammatory cytokines in neutrophils The signaling pathways 
mobilized b\ II 18 in these cells include the PB kinase p38 MAP kinase FRK1 2 and IKK NF KB 
cascades and inhibitor studies showed that all of these pathways contribute to cytokine generation in 
neutrophils Using recombinant IL 18BP and neulrah/jng antibodies against IL-18 we finally 
demonstrate that endogenous IL-18 enhances the production of cytokines in response to LPS but not 
to several other physiological neutrophil stimuli 
Materials and Methods 
4 
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Antibodies and reagenti. Antibodies raised against the phosphorylated forms of p38 MAP kinase 
(#921 1), ERK1'2 (#9101), AKT (#9275), lKKa'P (#2697), RelA (#3031) were from Cell Signaling 
(Beverly, MA, 1,'SA); antibodies against p38 MAPK (sc-535) and IKB-U (sc-371) were from Santa 
Cruz Biotechnology (Santa Cru/, CA. USA). Ficoll-Paque, T4 polynucleotide kinase and poly (dl-dC) 
were from GL Healthcare Bioscienccs Inc. (Baie d'Urfe, Qc, Canada); radionucleotides were from 
N'EN (Boston. MA. USA). Endotoxin-free (< 2 pg-ml) RPMI 1640 and FCS were from Sigma (Si-
Louis, MO, USA) and Wisent (St-Bruno, Qc, Canada), respectively. Recombinant human cytokines 
(IL-18, IL-18BPa, TNHx, GM-CSF) and neutralizing antibodies (anti-11^18 and anti-TNFu) were 
from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA); UltraPure LPS (from E. coll 011LB4) were from 
InvivoGen (San Diego, CA, USA). Acetylaled BSA, diisopropyl fluorophosphate (DFP), N-formyl-
methionyl-phcnylalanine (fMLP), and phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) were from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Aprotinin, 4-(2-aminomethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), 
lcupcptin, and pcpstatin A were from Roche (Laval, Qc, Canada). All other reagents were of the 
highest available grade, and all buffers and solutions were prepared using pyrogen-frce clinical grade 
water. 
Cell violation and culture. Neutrophils were isolated from the peripheral blood of healthy donors, 
following a protocol that was duly approved by an institutional ethics committee, as described 
previously :s. Purified neutrophils were resuspended in RPMI 1640 containing 10% FCS, 100 Uml 
penicillin and 100 /<g'ml streptomycin, at a final concentration of 5 x 106 cells'ml (unless otherwise 
stated). As determined by Wright staining, nonspecific esterase cytochemistry, and FACS analysis, the 
final neutrophil suspensions consistently contained fewer than 0.5% mononuclear cells; neutrophil 
viability exceeded 98% after up to 4 h in culture, as determined by trypan blue exclusion. 
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Denaturing eleclrophoreiei and immunobloti Cells were «suspended in ice cold PBS 
supplemented with protease inhibitors (10 [ig ml aprotinm leupeptin and pepstatin 1 mM PMSf- 0 5 
mM DfP) and phosphatase inhibitors (10 mM NaF 1 mM Na3\04 10 mM Na4P20~) \ small 
aliquot was taken prior to centnfugation 0 0 0 g 5 nun 4°C) for subsequent protein content 
determination and an equal volume boiling sample bufler (2X) was added Samples were bneflj 
vortexed and immediate!) placed in boiling water for a further 3 mm Samples thus prepared were 
sonicated to disrupt chromatin and stored at -20"C prior to analysis All samples were electrophoresed 
on denaturing gels prepared according to the method ol Laemmli 9 equal loading was ascertained by 
adjusting sample volumes based on their respective protein content Following SDS-PAGE proteins 
were transferred onto nitrocellulose membranes which were stained v\ith Ponceau Red destained and 
then processed for immunoblot analysis as previously described m 
Flectrophoretu mobility shift <m<r>s (t MSA) Cells were resuspended m ice cold relaxation buffer 
(10 mM PIPFS pH 7 ™ 10 mM NaCI î S mM \lgCl2 0 5 mM KiTA 0 5 mM FDTA 1 mM DTT) 
supplemented the aforementioned protease and phosphatase inhibitors Nuclear extracts were then 
prepared using a nitrogen bomb procedure which we described previously w ' The nuclear extracts 
were subsequently analyzed in FMSA for NF KB binding as described earlier * 
Isolation of R\\ and real tune PCR anahsei Neutrophils were incubated in the presence or 
absence of stimuli or inhibitors for the desired times as indicated lotal RN \ was extracted following 
a slightly modified Chomc/ynski & Sacchi procedure ' reverse transcribed using random decamers 
(Ambion \ustin IK US \ ) and Superscript II (lnutrogen Burlington Ont Canada) I he resulting 
cDNA was analyzed b\ semi quantitative real time PCR assa> following the procedure of Dussaiilt 
and Pouliot " in a Rotoigene 3000 instrument (Coibett Research Sydney Australia) Oligonucleotide 
6 
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primers were as follows 11,-8 (fw AGGAAGCTCACTGG1GGCTG rev 
TAGGOA.CA4TCCAGGTGGC), IL-18 (fw CAAGGAATTGTCTCCCAG1GC, rev 
C\GCCGCnTAGCAGCCA) Mip-Ia (fw AGCTGACTACTITGAGACGAGCA, rev 
CGGCTTCGCTTGGnAGGA) Mip-lp" (fw CTGCTCTCCAGCGCTCTCA, rev 
GTA4GAAAAGC4GCA.GGCGG) Mip-3a (fw TCCTGGCTGCTTrGATGTCA, rev 
I C A \ A G r i G C T T G C l G C H C l G ) , \lip-3p (fw GGCACCAAIGAIGCTGAAGA, rev 
G\AGTTCCTCACGATGTACCCAG), TNFa (fw TCTTCTCGAACCCCGAGTGA, rev 
CCKTGATGGCA.CCACCAG), 18S (fw AGGAAriGACGGAAGGGCAC, rev 
GGACATCTAAGGGCATCACA) Contaminating PBMC mRNA was undetectable in our neutrophil 
preparations as no tDNA could be amplified in RT-PCR using 11^6 pnmers in samples from EPS-
stimulated cells in agreement with previous studies [Bazzoni 223]f\Vang 2678J 
ELISA analysis of secreted proteins Neutrophils were cultured in 24-well plates at 37°C under a 
5% C(>2 atmosphere in the presence or absence of stimuli and or inhibitors, for the indicated times 
Culture supcrnatants, as well as the corresponding cell pellets, were carefull> collected snap-frozen in 
liquid nitrogen and stored dl -70°C Determination of 11^18 was achieved using a commercially 
available kit from MI3L (Naka-ku, Nagoya 460, Japan) I he concentrations of all other cytokines weie 
determined in in-house sandwich ELISA assajs, using commercially dvailable capture and detection 
antibod} pairs (R&D Systems, BD Biosciences) Detection limits using these assays vaued between 3 
and 10 pg'ml 
Data analysis Statistical differences between groups were analjzed by one-vva> analjsis ol 
variance ( \NO\ A) followed by Bonferrom's post hoc test using GraphPad Prism software 
(GraphPad Software ban Diego CA USA) 
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Results 
Expression and release of 11^18 and IL-J8BP by human neutrophils. It has been reported that 11^ -
18 gene expression is constitutive in human monocytes, and that LPS can induce it further M. 
Constitutive IL-18 gene expression was also observed in neutrophils *, but whether IL-18 expression 
and release are affected following cell stimulation remains to be determined. As shown in Figure 1A, 
IL-18 gene expression is strongly stimulated in neutrophils by LPS, TNFce, and to a lesser extent by 
IFN7, and IL-18 itself, whereas it is unaffected by other physiological agonists such as GM-C'SF, 
fMLP, or IL- la. Because the NF-KB transcription factor is of critical importance for the expression of 
many cytokine genes in human neutrophils ", we next verified whether it is also required for IL-18 
expression in these cells, as reported in other cell types x,yr. For this purpose, neutrophils were 
pretreated with MG-132. which impedes the 26S proteasome-dependent degradation of IKB-<X, or with 
BAY 11-7082, which prevents IkB-a phosphorylation ,8W. As shown in ligure IB, both inhibitors 
potently hindered the IL-18 mRNA accumulation occurring in response to LPS orTNFa. These results 
show that the induction of the IL-18 gene is under the control of NF-KB in human neutrophils. 
Having shown that several neutrophil stimuli can induce IL-18 gene expression, we next 
determined if this culminates in the release of the cytokine. In keeping with previous studies :6_7, 
neutrophils were found to constitutively release IL-18. Indeed, between 250 and 300 pg IL-18'' 106 cells 
were usually detected in the culture medium by 2 h; this amount remained quite stable ovcre 24 h 
(ligure 2A). Following LPS stimulation, neutrophils consistently released greater amounts of IL-18; 
this response was transient, peaking at about 6h, and having returned to constitutive levels by 12 h 
(Figure 2A). By contrast, numerous other neutrophil agonists failed to significantly induce the release 
of IL-18. even though all stimuli used behaved as expected in terms of IL-8 generation (Supplementary 
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figure 1) Whether II.-18 induced its own release could not be measured Because of the dramatic 
difference observed in the respective ability of I PS and "INF to promote the release of 11 -^18 while 
both stimuli proved potent inducers of its gene expression and considering that human neutrophils can 
accumulate and store cytokines intracellular^ following stimulation we next measured the total 
amount of II.-18 protein made in response to TNF or LPS ^s shown in figure 2B resting neutrophils 
do contain intracellular 11-18 protein However neither TNF nor IPS caused an accumulation of 
intracellular II 18 (Figure 2B light bars) the increased total IL 18 observed in response to LPS rather 
reflected newly-synlhesi/ed protein being released in the culture medium (Figure 2B dark bars) In the 
same experiments we also tested the influence of II Ny o n H 18 svnthesis and release as IFNy is 
known to augment the release of several proteic mediators (such as TNFa IL \f> IE 8 Groa and IL 
Ira) from activated neutrophils W 4 However irjsy failed to promote IL 18 synthesis or release 
whether by itself or in conjugation with I PS (1 igure 2B) On the contrary IRsy abrogated the 
induction by LPboflL 18 synthesis and secretion (1 igurc 2B) 
As a member of the IL 1 family of cytokines IL 18 shares several similarities with IL 1, 
including the existence of a naturally occurring inhibitor In contrast to II Ira whose induction is well 
charactciized in neutrophils there exists no evidence to date as to whether these cells can release IL-
18BP When we investigated the matter we observed that neutrophils constitutive!} release about 130 
pg II 18BP \Qf> cells after 2 h of culture and that this amount remains unchanged for up to 24 h 
(1 igure 2C and data not shown) \lthough several neutrophil agonists had a slight tendancy to further 
induce the release of IL 18BP their effect did not reach statistical significance in 4 independent 
experiments oi when neutrophils were stimulated for up to 24 h (I igure 2C and data not shown) 
Together these results show that human neutrophils are able to prod in* and release both IL-18 and IL 
I8BP even in their resting state 
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Autocrine effect of endogenous 1L-18 on cytokine generation in activated neutrophils. The above 
results raised the possibility that IL-18 generated by neutrophils might affect cellular responses in an 
autocrine manner. To address this possibility, neutrophils were stimulated for 6 h in the presence or 
absence of recombinant human IL-18BP, or of a neutralizing anti-IL-18 antibody, and cytokine 
production was measured. Concentrations of IL-18BP and of the neutralizing antibodies yielding 
maximal inhibitions were determined in preliminary experiments (Supplementary figure 2), and the 6-
h time point was chosen because the release of both endogenous TNFa and IL-18 is readily detectable 
by then. In LPS-stimulated neutrophils, neutralization of endogenous IL-18 by either IL- 18BP or anti-
IL-18 significantly reduced the release of IL-8, Mip-la, and (to a lesser extent) Mip-lf} (Figure 3A). 
For comparison, neutrophils were also incubated in the presence or absence of a neutralizing anti-TNF 
antibody, since endogenous TNFa is known to amplify cytokine generation in an autocrine manner in 
activated neutrophils4" ". As shown in Figure 3A, cytokine generation was inhibited by this treatment, 
and to a greater extent than when neutralizing endogenous II,-18. By contrast, neutralization of 
endogenous IL-18 had no significant effect on the release of the same chemokines in neutrophils 
stimulated with TNFa, GM-CSF, or fMLP (Figure 3A and data not shown), consistent with our 
observation that the latter three stimuli do not promole 1L-18 secretion in neutrophils (Figure 2A). 
These results prompted us to better characterize the impact of endogenous IL-18 and TNFu in LPS-
stimulated neutrophils. As shown in Figure 3B. neutralization of each cytokine followed a similar 
pattern over time. Again, the effect of endogenous IL-18 unmasked under these conditions was 
somewhat weaker than that of endogenous TNFa. Interestingly, the effect of endogenous TNFa and 
IL-18 was more pronounced at later time points; this was particularly evident in the case of Mip-ip 
secretion (Figure 3B). 
10 
FORTIN et al. AUTOCRINE ROLE OF IL 18 IN NEUTROPHILS 
Induction by IL-18 of inflammatory cytokine generation in human neutrophils The above results 
collective^ established the importance of endogenously generated IL-18 on akev functional response 
ot neutrophils l e cytokine generation This prompted us to extend our knowledge of how IL-18 exerts 
its stimulator) action on this response To this end, we first revisited the issue of hov\ IL-18 affects 
inflammatory cytokine expression and release in neutrophils As shown in Figure 4\ IL-18 robustly 
induced the genes encoding TNFct Mip-lu/p, and Mip-3u, whereas a more modest induction was 
observed for IL-8 and \Iip-3P mRNA Ihese levels of induction are similar to those obtained when 
human neutrophils are stimulated with LPS orTN'Fa as previously reported " " Similarly, exogenous 
IL 18 synergued with IFNy to induce IP-10 mRNA (Figure 4B) an effect which is again reminiscent 
of how this chemokine is induced b\ LPS or 1M in concert with IFNy [(. assateila 111] We next 
investigated whether IL-18 exerted similar effects on the secretion of the corresponding proteins We 
found that IL-18-stimulated neutrophils released significant amounts of IL-8, Mip-la, Mip-ip, and 
Mip 3a albeit to a lesser extent than LPS or TNF-stimulated cells (Figure 4C ) Similarly, co-
stimulation of neutrophils with IL-18 and IFNy promoted the release of IP-10 (Supplementary I igure 
3) By contrast, no secreted 1 NFct or \lip-3P was detectable in culture supernatants from neutrophils 
stimulated with IL-18 for up to 18 h (data not shown) Ihus, while IL-18 is a potent activator of 
cytokine gene expression, it is a more moderate (and selective) inducer of their secretion Our data also 
significantly extend the range of known inflammatory mediators released by neutrophils in response to 
II 18 
Signaling pathways mobilized by IL-18 in human neutrophils and their impact on cytokine generation 
Towards a better understanding of how IL-18 exerts its stimulattory (and autocrine) effects on cvtokine 
generation we next turned our attention to the signaling pathways activated by IL 18 m neutrophils. 
For this purpose, cells were stimulated for varying times with 100 ng'ml IL-18 or (as a positive 
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control) with TNFa or LPS We found that both IL-18 and T N r a induced a rapid and sustained 
phosphorylation of the p38 MAPK HRK2, and Akt kinases (Figure 5A) These results are in keeping 
with the previouslj described effect of IL-18 on the p38 \L\PK pathway in neutrophils 2, and with the 
known effect of TNF on these cascades ^44 Because NF-KB IS crucially involved in inflammatory 
cytokine generation in neutrophils B, we also examined whether IIy-18 could activate the IKK/NF-vB 
cascade in these cells We found that IL-18 induces the phosphorylation of IKKct'P and Rel<\, as well 
as the degradation of IkB-a in these cells, albeit less potently than TNFa or LPS (Figure 5A and data 
nol shown) These effects of IL-18 were paralleled by the acti\ ation of nuclear NF KB, as determined 
m FAIS A experiments (1 igure 5B) By contrast 11 -^18 failed to activate the DNA binding of other 
traiiscnplion factor families, namely the AP-1, PU 1, OEBP, and STAT families (data not shown) In 
the latter instance, the tyrosine phosphorylation of individual STAT proteins and of the upstream 
kinase JAK2, was undetectable in neutrophils stimulated with up to 100 ng/tnl IL-18 for up to 60 min 
(data not shown) Thus II -18 selctivelj activates multiple signaling pathways in human neutrophils 
The above results suggest that the p38 M^PK, ERK PHK Akt, and IKIVNF-KB pathways 
underlie the actions of IL 18 toward neutrophil functional responses Accordingly, we investigated 
whether inhibition of these signaling cascades would affect inflammatory cytokine generation in these 
cells As shown in I igure 6, neutrophil pretreatmcnt with pharmacological inhibitors of these vanous 
pathways significantly impaired the IL-18-elicitcd release of IL-8, Mip-la, and \lip-l(J By contrast, 
the J \ K inhibitor SP600125 failed to significant!) alter IL-18-induced chemokme generation, 
consistent with the fact that IL-18 does not promote the phosphorylation of JNK in neutiophils (data 
not shown) These results establish that the signaling pathways mobilized by IL 18 m neutrophils 
participate in the subsequent generation of inflammatory cytokines 
12 
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Discussion 
Neutrophils exert a profound influence on innate and adaptive immune processes through their 
abihtv to release various chemokmes and cytokines In this paper, we show that human neutrophils can 
be elicited to express and secrete IL-18, a cytokine that affects, both innate and acquired immunity, and 
that 11-18 can feed back on inflammatory cytokine generation in neutrophils in an autocrine 
amplification mechanism We also substantially extend our understanding of the signal transduction 
pathways employed by IL-18 in neutrophils, and document their individual involvement in the 
induction of cytokine production bv II -18 in these cells 
Neutrophils were found to constructively express the IL-18 gene, in accordance with a recent study 
and with observations made in other cell tvpes, including PBMC ' and astrocytes "'' Whether 
neutrophils could be iurther induced to express the II -18 gene however had remained an open 
question Among several neutrophil agonists we show that LPS, TNFa and (to a lower extent) IFNy 
and 11^ -18 itself can all induce IL-18 gene expression in neutrophils whereas ftvlLP OM-CSI, IL-1 or 
zymosan have little or no effect on this response Moreover we show that inducible IL-18 expression 
in human neutrophils is under the control of N F - K B fhis is at first glance surprising insofar as the II -
18 gene has two promoters (both TATA-less) that have not been shown to possess a KD binding site 
Theie is however a growmg body of evidence that inhibition of N T - K B abrogates IL-18 gene 
expression in several cellular models 6 4 "49, as observed herein 
In keeping with their constitutive expression ot the 11^18 gene, human neutrophils from normal 
volunteers were found to constitutivelv secrete 11^18 ITns is consistent with a recent report which 
showed that neutrophils from patients with oral cavitv cancer also release the cytokine constitutivelv 
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We additionally show that neutrophils contain a si/eable amount of cell-associated II -18 Among a 
wide range of neutrophil agonists, however, only LPS induced IL-18 synthesis and secretion bevond 
constitutive levels The failure of TNFct in particular to stimulate II,-18 synthesis and secretion despite 
potently inducing its gene expression points to differences in the signaling events mobilized by TNFa 
and I PS In this respect the abihtv of TNF to induce II--18 release in some cell types 49S° raises the 
possibility that there might be a potential defect in how INI signals in neutrophils However because 
TNF efficient!} induces the release of numerous inflammatory cytokines in neutrophils, its failure to 
induce IL-18 production might alternatively reflect tire existence ol particular translation^ checkpoints 
controlling IL-18 synthesis Consistent with this explanation is that IFNj" was shown to upregulate IL-
18 mRIx \ without anv increase in the corresponding protein in other systems ' as shown herein for 
both IFNy and T \ F a in neutrophils Additional evidence is our observation that TNF also fails to 
induce IL-18 release in PBMC, whereas LPS proves a good stimulus in these cells (Supplementary 
1 igure 4) Studies are in progress to identify how LPS signaling differs from that of INI and II'N'Y 
Willi respect to translation in neutrophils and monocytes and whether this might explain the particular 
induction characterises observed for II -18 synthesis in these cells 
We also show for the first time that neutrophils constitutivelv secrete IL-18BP In contrast to that 
IL-18, however IL-18BP secretion was not significantly modulated bv neutrophil stimulation under a 
number of expenmental conditions Lven IfNv. which is a potent mductoi in other systems c , tailed to 
stimulate II/-18I3P secretion beyond basal levels ITie fact that cultured neutrophils always release both 
11-18 and its natural inhibitor, raises the issue of whether enough 11^18 is generated to exert a 
biological activity In this regard, it has been shown that a molar excess of 2 1 is required for IL-18BPa 
(i e the most active isoform, and the one measured herein) to completely neutralize II -18, whereas an 
14 
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equimolar amount of II -18BPa onl> inhibits the activity of 11 -18 bv about "ï0oo " In unstimulated 
neutrophils, we observed that about 150 pg II,-l8BPa (~4 nmol) is released per W> cells, whereas 
about 250 pg II 18 is concurrently released (~14 nmol) Thus, the net effeu of II^ISBP and II -18 
secretion should favor IL-18 in resting cells, this shift is even more pronounced in LPS-stimulated 
neutrophils, which secrete about 420 pg IL-18 per 106
 tells (~23 nmol) 
Die fact that secreted IL-18 prevails (at least theorcticalK) over IL-18BP in neutrophils raised the 
possibility that 11-18 might amptifv ongoing cytokine production in an autocrine manner, as 
previously observed for endogenous I M a and II -1(5 m these cells "' " Our results showed that 
endogenous IL 18 does indeed leed back on the production ot at least three chemokmes (IL-8 Mip-Ia 
MipiP) m response to neutrophil stimulation with LPS, but not with TNT This is consistent with the 
fact that IL-18 is onl\ detected in response to LPS, and that IL-18 has the ability to induce cytokine 
generation in neutrophils, as shown herein and m previous reports , 2 1 lite kinetics of the autocrine 
effect were also consistent with those of IL-18 secretion m LPS-treated cells Iliesc results underscore 
the intricate relationship between LPS and IL-18 secretion in neutrophils and it will be interesting to 
investigate m future studies whether the induction of cytokine secretion by other TI R hgands similarly 
involves the participation of endogenous IL-18 [lus said the autocrine effect of IL-18 described 
herein was usually less pronounced as the one exerted bv endogenous TNFtt, and probably does not 
depend on the latter ITiis conclusion is supported by the observation that exogenous 11^18 failed to 
induce a detectable TNFti secretion m neutrophils Conversely we showed that T \ F a also does not 
trigger the release ot 11^18 m neutrophils and accordingly anti-11 ^ 18 antibodies failed to affect LNT-
elicited cytokine generation Taken together these observations indicate that endogenous IL-18 and 
FNrtt probably act independently ot each other to feed back on ongoing cytokine generation This 
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notwithstanding, the combination of neutralizing antibodies to IL-18 and TNFa did not yield an 
additive inhibition of cytokine production (our unpublished data), suggesting that there must be a 
degree of redundance in how endogenous mediators amplify ongoing cvlokme production Worthy of 
note is that a similar conclusion was drawn concerning how endogenous II,-ip and TNFa amplify 
cytokine secretion in phagocvtosing neutrophils w 
Our demonstration ol the autocrine effect of endogenous IL-18 towards chemokme generation 
raised an interesting question Indeed, while it was alreadv known that neutrophils could secrete IL-8 
in response to IL-18 stimulation " , our data suggested that IL-18 must also be able to elicit the 
generation of Mip-la and Mip-fi, and perhaps other c\okines Direct investigation of this issue 
allowed us to show for the first time that CCL3 Mip-lcc, CCL4/Mip-ip. and CCL20/Mip-3ct are 
expressed and released following IL-18 stimulation of human neutrophils, we also confirmed that IL-8 
is secreted under these conditions Thus, the range of inflammatory chemokines released in response to 
IL-18 is much more diverse than previously appreciated Given the known uwolvement of these 
chemolones in recnutuig key effector cells to sites of inflammation (clueflv neutrophils monocytes, 
and dendritic cells), the ability of IL-18 to elicit their generation from earl> infiltrating cells (i e 
neutrophils) further underscores its pivotal importance m the subsequent development of the host 
responses to injury and infection finally, the diverse actions of IL-18 as an inducer of inflammatory 
cytokine generation in neutrophils led us to investigate the signaling pathways upstream of this 
functional response In this regard, we confirmed the results of a previous study which had established 
that IL-18 can activate the p38 M \PK pathway m neutrophils "% and we additionally established that 
II -18 can also activate the MI K FRK, PI 3-kinase AM. and IKK Nl -KB signaling cascades in these 
cells More importantly, we demonstrated the involvement of each of these pathways in inducible 
16 
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cytokine generation m response to 11-18 These results are reminiscent of those which we recently 
reported in the case of other potent inducers of cytokine generation in neutrophils namely LPS and 
TM-a 35 and significantly advance our understanding of II -18 neutrophil interactions 
In summary our data show that IL 18 is constitute cly and inducibly secreted bv human 
neutrophils and that it prevails over its natural inhibitor IL-18BP as illustrated by the ability of 
endogenous IL 18 to augment ongoing cytokine production in these cells Interestingly a considerable 
amount of IL 18 is synthesized in human neutrophils but only a small amount is released upon 
stimulation Ihis raises the question of whether there evist conditions in which these cells can fully 
secrete stored IL-18 as this could potentially have profound implications given the role of IL 18 as a 
driving force in mounting a cellular immune response In a broader perspective our finding that I Ph 
promotes IL 18 release in neutrophils is minored bv the observation that IL 18 has been detected at 
infection sites in animal inflammatory models 5 5 which typically feature high amounts of Tl R 
hgands and large neutrophil numbers In this context our data suggest that neutrophils can potentialh 
contribute II 18 to this environment in keeping with their known ability to generate several cytokines 
in vt\o Similarly neutrophil infiltration has often been associated with the presence of IL 18 in a 
number of inflammatory settings, including arthritis ,<>5 and pulmonary conditions w59 In view of the 
results pieseuted herein IL 18 neutrophil interactions are likely to participate in the onset and 
evolution of many inflammatory and immune processes and may even represent a potential target lor 
future therapeutic intervention 
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Figure legends 
Figure 1. Expression of the IL-18 gene in human neutrophils. (A) Cells (40 x 10*vcondition) were 
cultured for 30 min in the absence ("ctrl") or presence of 100 ng ml LPS 100 C ml TNFa, 30 nM 
fMLP 1 n\I OM-CSF 100 ng ml IL-18, 10 ngml IL-la'P, or 100 ngml IFNv Total RNA was then 
isolated, reverse transcribed, and analyzed for IL-18 specific products b\ real-time PCR Values were 
normalized over 18S nbosomal RNA. and are represented as lold increase relative to unstimulated 
cells Mean ± se m from 4 independent experiments each performed in duplicate (B) Cells were 
pretreated for 30 min in the absence ('"-") or presence of either 10/* M Bay 11-7082 or 15 pM MG-
132, prior to stimulation m the absence ("Ctrl") or presence of 100 ng'ml LPS or 100 U'ml TNFa for 
another 30 min Total RNA was then isolated and analyzed as described above. Mean t s e r a from 3 
independent experiments 
Figure 2. Generation of IL-18 and IL-18BP bj human neutrophils. (A) Cells were cultured for the 
indicated times without an\ stimulus (open squares), or with 100 ng'ml LPS (closed triangles) Culture 
siipernatants were collected and their cytokine content was analyzed by ELISA This experiment is 
representative of three (B) Cells were cultured (or fa h without any stimulus ("ctrl") , or stimulated 
with 100 ng ml LPS, 100 I 'ml TNFa 100 I 'ml IFNv or co-stimuUed with IFNy and LPS Culture 
supernatants, as well as the corresponding cell pellets were then processed for ELISA analysis of their 
IL-18 content Results are the mean ± s e m from 4 independent experiments, **, p < 0 01 (C) Cells 
were cultured for 6 h without any stimulus ("Ctrl") , or stimulated with 100 ng'ml LPS 100 U ml 
TNFa 30 nM f\ILP, 1 nM GM-C'SF, 100 U ml IFNy or 10 ng'ml IL-la Culture supernatants were 
collected and their IL-18BPa content was analyzed b\ ELISA Results are the mean ± s e m from 4 
independent experiments 
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Figure 3. \u tocnne amplification of chemokine production by endogenous IL-18 in U n -
stimulated human neutrophils. (A) C ells were cultured for 6 h without any stimulus ( 'clrl ) or with 
cither 100 ng ml LPS or 100 L /ml TNTa in the presence or absence of 1 ^/g ml neutralizing anti-IL 18 
antibodies 1 /ig ml rh IL 18BPa or 1 pi% ml neutralizing anti TNFu antibodies (open squares.) Culture 
supeniatants were collected and their chemokine content was analyzed by LLISA Results are the 
m e a n ± s e m from six independent experiments * p < 0 0 5 ** p < 0 01 An isotype control antibody 
did not dlfect chemokine release (not shown) (B) Cells were cultured for the indicated times without 
any stimulus (open circles) or with 100 ng ml LPS in the presence of 1 ><g'ml neutralizing anti IL 18 
antibodies (open triangles) 1 i*%va\ neutralizing anti I N F a antibodies (open squares) or an isotype 
matched antibody (closed squares) Culture supernatants were collected and their chemokine content 
was analyzed by ELISA Results are represented as mean ± s e m of duplicate measurements the 
experiment shown is representative of three 
Figure 4 Induction of inflammatory cytokine expression and release by IIy-18 in human 
neutrophils (A) Cells (40 x 106 condition) were cultured for 10 mm in the absence ("ctrl ) or 
presence of 100 ngml IL-18 Total R \ \ was then isolated reverse transcribed and analyzed for 
specific products by real-time PCR \ allies were normalized over 18S nbosomal RNA. and are 
represented as (old increase relative to unstimulated cells Mean t s e m from 3 independent 
experiments each performed in duplicate (B) Cells (40 x 10f> condition) were cultured for 30 nun in 
the absence ( clrl") or presence ol 100 ngml IL-18 and or 100 I /ml IFS(^ Total RN* A was then 
isolated reverse transcribed, and analyzed for IP 10 mRNA by real-time PCR Values were 
normalized over 18S nbosomal RNA. and are represented as fold increase relative to unstimulated 
cells Mean t s e m from 3 independent experiments, each performed in duplicate (C) Cells were 
cultured for the indicatedtimes in the absence (open squares) or presence of 100 ngml IL-18 (open 
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tnangles) or 100 ng'nil I PS (closed triangles) Culture supernatants were collected and their 
chemokme content wa.s analyzed by ELIS \ Results are represented as mean ± s e m of duplicate 
measurements, the experiment shown is representative of three 
Figure 5. Signaling pathways mobilized by IL-18 in human neutrophils. (A) Cells (8 x 
10s condition) were incubated with 100 ng ml IL-18 or 100 U/ml 1 M-ct for the indicated times prior 
to lysis and subsequent immunoblot anahsis using primary antibodies raised against phospho-p38 
M4.PK, phospho-LRkl 2 phospho-Alct (ser 473), phospho-lKKct p IKB-CI phospho-RelA. (ser 536), 
and (as a loading control) p38 MAPK The experiment shown is representative of three (B) Cells (40 \ 
10fi/condition) were stimulated for the indicated times with 100 ngml IL-18 Nuclear extracts were 
then prepared and analyzed in LMS4 using a N I - K B oligonucleotide probe The experiment shown is 
representative of six 
Figure 6. Impact or individual signaling pathways elicited bj IL-18 on cytokine generation by 
human neutrophils. Cells were pretreated for 30 min in the absence (light bars) or presence (darker 
bars) of various inhibitors, as iollows 5 /Al SP 600125, a JNK inhibitor ("SP" ) 3 /AI SB 203580, a 
p38 M \PK inhibitor ("SB"), 20 /Ai PD 98059 a MEK'LRK inhibitor C'PD '), 20 ptU L\ 294002, a 
PI 3-kinasc inhibitor ("LV"), 15 /AI MG-132, a protcasomc inhibitor that blocks the degradation of 
IkB-a ("MG") 10 /Al Bay 11 7082, au inhibitor of IKKfi phosphorylation ( 'BA\ ") Cells were then 
cultured for 6 h in the absence ("Ctrl') or presence ol 100 ng ml IL-18 Culture supernatants were 
collected and their chemokme content was analyzed by LLISA Results are the mean ± s e m from 
three independent experiments * p < 0 0 5 ***, p < 0 0 0 1 
Supplementary figure 1. Kffect of various neutrophil agonists on IL-18 and CXCL8 release in 
human neutrophils. Neutrophils were uiltured for the indicated times without stimulus ('"Ctrl ) or 
24 
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with 100 ng'ml LPS, 100 U/ml TNTa 30 nM fMLP, or 1 nM GM CSF Culture supernatants were 
collected and their IL-18 content was analyzed by hi .ISA For comparison, the same samples were 
also processed for CXCL8 analysis Results are represented as mean ± s e m., this experiment is 
representative of at least three 
Supplementary figure 2. Neutralization of IL-18 by IL-18BPa or antl-IL18 antibodies. 
Neutrophils were cultured for 6 h without stimulus ("ctrl") or with 100 ng'ml IL-18 along with 
mcreasiiig concentrations of either rh IL-18BPa or neutralizing anti-lL-18 antibodies Culture 
supernatants were collected and their IL-8 content was analyzed by ELISA Results are represented as 
mean ± s c m , this experiment is representative of three 
Supplementary figure 3. Effect of IL-18 on the secretion of IP-10 in human neutrophils. 
Neutrophils were cultured for 24 h without stimulus ("ctrl"), or stimulated with 100 ng.ml IL-18 
and or 100 U ml IFNy Culture supernatants were collected and their IP-10 content was analyzed by 
ELIS \ Results aie represented as mean ± s e m from three independent experiments 
Supplementary figure 4. Effect of IL-18 on the secretion of IP-10 in human neutrophils. 
Penpheral blood mononuclear cells ("pbmc"') were cultured for 24 h without stimulus ("ctrl"), or 
stimulated with either 100 ng ml LPS or 100 U'ml TNFa Culture supernatants were collected and 
their IL-18 content was analyzed by F.LISA Results are represented as mean ± s e m from three 
independent expeumeuts 
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CHAPITRE V - DISCUSSION 
Les cytokines et les chimiokines sécrétées par les neutrophiles contribuent de façon 
significative à la circulation des leucocytes vers les sites inflammatoires ainsi qu'à la fine 
modulation les réponses immunes et inflammatoires (MULLER et al., 2009; NATHAN, 
2006). En conséquence, la production de ces médiateurs doit être finement contrôlée. 
Des travaux de notre laboratoire ont montré que les facteurs de transcription N F - K B et 
C/EBPp sont essentiels pour cette réponse des neutrophiles (CLOUTIER et al., 2007; 
CLOUTIER et al., 2009; EAR et MCDONALD, 2008). On a aussi montré que les voies 
de signalisation des MEK/ERKs et la p38 MAPK contribuent à la génération de cytokines 
chez les neutrophiles (CLOUTIER et al., 2007). Au contraire, la production de cytokines 
semble être indépendante de la voie de JNK/AP-I (CLOUTIER et al., 2003). Dans le 
chapitre II de la présente thèse, nous démontrons que la voie de la PI3K/Akt joue aussi 
un rôle critique dans la régulation de la production de cytokines chez les neutrophiles. 
Par la suite, dans le chapitre III, nous présentons des résultats qui montrent que la 
kinase MNKI est impliquée dans la traduction des cytokines et, finalement, dans le 
chapitre IV, nous rapportons les effets autocrines de l'IL-18 sur la génération de 
cytokines inflammatoires chez les neutrophiles humains La connaissance approfondie 
des voies de signalisation menant à la production de cytokines inflammatoires par les 
neutrophiles humains permettra, à l'avenir, le développement de stratégies 
thérapeutiques plus ciblées contre les pathologies à composante neutrophihque. 
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- Rôle de la PI3K dans la transcription et la traduction des gènes de chimiokines. 
Les mécanismes précis de la contribution de PI3K à la production de cytokines 
inflammatoires sont encore relativement peu connus. De plus, certains résultats 
contradictoires ont été obtenus par différents laboratoires. D'un côté, des études ont 
montré que des inhibiteurs de la PI3K réduisaient la sécrétion de TNFct et d'IL-8 en 
réponse à la protéine du sérum amyloïde A ainsi qu'au TNFct (DUNICAN et al., 2000; 
HATANAKA et al., 2004). D'autre part, la sécrétion d'IL-8 et de TNFct induite par de 
l 'ADN bactérien et du LPS ne semblait pas affectée par l'inhibition de la PI3K (ALVAREZ 
et al., 2006; W R A N N et al., 2007). Nous avons observé qu'une concentration de 
LY294002 largement inférieure (10 u,M) à celle utilisée par d'autres laboratoires (50 -
100 u.M) (MARTINEZ et al., 2006; W R A N N et al., 2007) réduisait grandement la 
génération de chimiokines (IL-8, MlP- la, et MIP-IP) par le neutrophile en réponse au 
LPS ou au TNFct. Nous avons aussi confirmé que cette concentration de LY294002 
bloquait d'une façon efficace la phosphorylation inductible de Akt tout en conservant sa 
sélectivité puisque la phosphorylation d'autres voies signalisation induites par ces stimuli 
n'était pas affectée (MEK/ERK, p38 MAPK, et I K K / N F - K B ) . Par ailleurs, les kinases PDKI 
et Akt, deux importants effecteurs en aval de la PI3K, ne sont pas directement inhibées 
chez d'autres types cellulaires par la concentration de LY294002 utilisée dans nos 
études; ceci est également vrai pour d'autres effecteurs en aval comme la S6K et la 
mTOR (BRUNN et al., 1996; DAVIES et al., 2000; GHARBI et al., 2007). Notre 
vérification de la spécificité du LY294002 n'est pas inutile puisque l'utilisation d'une 
concentration plus élevée de cet inhibiteur (de 30 |xM à 50 u.M) peut causer une 
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augmentation marquée de l'activation de NF-kB en réponse à l'IL-l alors que, dans 
certaines études, l'utilisation de 10 u.M de LY294002 a l'effet opposé (CHOI et al., 
2006). En guise d'explication mécanistique de ce phénomène, il se peut que les effets 
d'une concentration élevée de LY294002 cause l'inhibition de kinases ou de 
phosphatases sans rapport avec la voie de PI3K/Akt. Dans notre cas, nos expériences de 
nucléofection ont apporté la preuve de l'implication de la PI3K dans la régulation de la 
production de cytokines chez les neutrophiles humains. Dans cette même ligne de 
pensée, nous avons récemment montré que le LY294002 inhibe la production de 
plusieurs cytokines par les neutrophiles en réponse à l'IL-l8 ((FORTIN et al., 2009) et 
chapitre IV de cette thèse). Par ailleurs, chez les neutrophiles stimulés avec du zymosan 
opsonisé, de la leptine, ou des cristaux d'urate, la sécrétion de PAF et des protéines 
SI00A8/A9 est atténuée par le LY294002 (COFFER et al., 1998; RAFAIL et al., 2008; 
RYCKMAN et al., 2004). En conséquence, il apparaît que la voie de la PI3K contrôle la 
production de cytokines inflammatoires chez les neutrophiles humains en réponse à 
divers stimuli. 
Nous avons observé que la voie de la PI3K/Akt est impliquée dans plusieurs aspects de 
la production de cytokines. Effectivement, son inhibition affecte à la fois la traduction et 
la transcription des cytokines, du moins en ce qui concerne les MlP-la et MIP-lp\ Pour 
ce qui est de l'aspect traductionnel, nous avons identifié des cibles de la PI3K. En effet, le 
LY294002 inhibe l'hyperphosphorylation du facteur 4E-BPI induite en réponse au LPS 
ou au TNFa. Également, l'inhibition de la PI3K empêche la phosphorylation induite de la 
S6K et de son substrat, la protéine ribosomale S6. Ces résultats nous indiquent qu'une 
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des manières pour la PI3K de réguler la production induite de cytokines est par le biais 
de facteurs contrôlant l'initiation de la traduction. En accord avec nos résultats, il a 
récemment été montré que la PI3K contribue à la traduction par la phosphorylation de 
4E-BPI lors d'une infection par le virus de la variole (vaccinia) chez des fibroblastes 
humains (ZABOROWSKA et WALSH, 2009). 
À l'opposé, pour ce qui est des cibles transcriptionnelles de la PI3K, nos résultats n'ont 
pas permis d'en identifier. Par contre, nous ayons pu écarter des suspects habituels 
fortement impliqués dans la transcription de cytokines chez les neutrophils, c'est-à-
dire, les facteurs de transcription N F - K B et C/EBPp\ Au contraire, chez les cellules 
endothelials PI3K est impliquée dans l'activation de NF-kB en réponse à la thrombine 
(MINHAJUDDIN et al., 2009). De même, la production d'IL-6 induite par l'IL-l est 
dépendante de IKKa et de Akt dans des cellules Caco-2 (CAHILL et ROGERS, 2008); 
mais, comme il a été montré précédemment, la phosphorylation de IKKa/(3 n'est pas 
affecté par le LY294002 ou la wortmannine chez les neutrophils (EAR et al., 2005). 
Pourtant, nos résultats sont en accord avec le fait que la transcription de toutes les 
chimiokines étudiées dans cette thèse dépendent des facteurs NF-kB et C/EBPp\ 
Effectivement, si la PI3K avait contribué à l'activation de ces facteurs de transcription, 
son inhibition aurait diminué la transcription de toutes les chimiokines, pas seulement 
MlP-Ict et MIP-ip. Une autre différence entre les neutrophiles et certains autres types 
cellulaires est que, chez les neutrophiles, Akt ne subit pas de translocation au noyau 
après stimulation au LPS ou au TNFa (résultat non publié) alors que, dans d'autres 
cellules, ces stimuli induisent une phosphorylation nucléaire de p300 dépendante de Akt 
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(HUANG et CHEN, 2005; LIN et al., 2008). Ainsi, la sélectivité de la PI3K envers la 
régulation transcriptionnelle de certaines cytokines ne peut être expliquée par l'action 
d'une Akt nucléaire chez les neutrophiles. 
À la recherche d'indices expliquant l'action transcriptionnelle de la PI3K, nous avons 
ensuite comparé la séquence les promoteurs des cytokines dont la transcription est en 
partie sous contrôle de la PI3K (MlP-la, MIP-lp, et TNFa) avec la séquence du 
promoteur de PIL-8 qui n'est pas sous contrôle de la PI3K. Pour ce faire, nous avons 
tout d'abord déterminé quelle région des promoteurs était essentielle pour transcrire 
efficacement le gène grâce à des essais luciférase sur des promoteurs de type sauvages 
et des mutants de deletions. Les résultats ont révélé que seules les régions proximales 
étaient absolument essentielles pour la transcription des cytokines dans les PLB-985; 
nous en avons inféré qu'il en serait de même dans les cellules primaires. L'analyse 
informatique des séquences des promoteurs proximaux a montré que les trois 
cytokines ont plusieurs sites de liaison à l 'ADN en commun, c'est-à-dire, pour les 
facteurs de transcription N F - K B , CREB, C/EBP, et AP- I . Le promoteur de MlP- la 
toutefois, a un site présumé pour le facteur de transcription AMLI/Runxl («acute 
myeloid leukaemia I » / « Runt-related transcription factor I »). Le facteur AMLI/Runxl 
est capable de s'associer physiquement avec d'autres facteurs de transcription pour 
induire l'expression génique. Par exemple, celle d'IL-2 chez les CD4 est due à 
l'interaction d'AMLI et « nuclear factor of activated T-cells » (NFAT) ( O N O et al., 
2007). Le promoteur proximal de MIP-lp\ pour sa part, possède un site confirmé 
expérimentalement pour le facteur « inducible cAMP early repressor » (ICER), un 
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répresseur de la transcription; et, il a été montré que le facteur ICER réduit la 
transcription de MIP-ip en partie par la formation de complexe ICER:CREB 
(BARABITSKAJA et al., 2006). Par contre, la réduction de la transcription des gènes de 
MIP-la/p pourrait s'expliquer autrement. Par exemple, cette réduction sensible de la 
transcription pourrait être imputable à une augmentation de l'encombrement stérique 
des promoteurs de ceux-ci. Cette hypothèse pourrait être facilement testée par 
immunoprécipitaion de la chromatine (ChIP) par des anticorps dirigés contre les 
histones acétylées ou méthylées; d'ailleurs, cette approche a déjà été utilisée avec succès 
pour mesurer l'accessibilité de la chromatine (OSADA et al., 2005; PAN et al., 2007). 
Une autre alternative expliquant les différences entre la transcription de l'IL-8 et des 
MIPs est la possibilité qu'il existe une région, plus en amont, contenant des sites 
répresseurs. Somme toute, il est possible que le processus dynamique de recrutement 
des facteurs de transcription à l 'ADN soit affecté par l'inhibition de la PI3K, ce qui 
pourra être vérifié par ChIP. En conclusion, la phosphorylation et la capacité de liaison in 
vitro à l 'ADN des facteurs de transcription ne sont pas affectées par le LY294002. Par 
contre, nous ne pouvons exclure que le LY294002 affecte la liaison des facteurs de 
transcription avec l 'ADN in vivo. 
L'inhibition des PI3Ks pi 10a et p i 10y a suggéré que ces isoformes ne contribuent pas à 
la production de cytokines par les neutrophiles. Au contraire, l'inhibition des isoformes 
p i I0Ô et p i I0p a réduit de façon significative la génération de cytokines. Par ailleurs, 
des expériences de nucléofection ont montré que la sous-unité p85a est essentielle à la 
production de cytokines alors que la pi I0y n'est pas impliquée. Nos résultats montrent 
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que la PI3K régulant la production inductible de cytokines chez les neutrophiles est une 
PI3K de classe IA contenant la sous-unité p85ct associée à une p i I0Ô et/ou une pi 10(3. 
Pour terminer, nous avons élucidé les voies de signalisation en amont de l'activation de 
la PI3K. En effet, nous avons observé que la cascade de PI3K/Atk est sous le contrôle de 
la p38 MAPK dans les neutrophiles; ainsi, la PI3K pourrait être un relai important dans 
les effets de la p38 MAPK chez notre modèle cellulaire. Ceci pourrait être le cas dans le 
cadre de la transcription de gènes de cytokines régulés à la fois par la p38 MAPK 
(CLOUTIER et al., 2007) et la PI3K. Également, la p38 MAPK, comme la PI3K, est 
impliquée dans la traduction des chimiokines (CLOUTIER et al., 2007). En plus, nous 
avons observé que la T A K I , une « MAP kinase kinase kinase » (MAP3K), est située en 
amont de la cascade de la PI3K/Akt chez les neutrophiles, en accord avec des 
observations faites chez d'autres types cellulaires (LEE et al., 2000; SUI et al., 2009). En 
tenant compte de résultats récents impliquant que TAKI est située en amont de la p38 
MAPK chez les neutrophiles (EAR et al., 2010), ceux présentés dans cette thèse 
suggèrent que la kinase Akt, chez les neutrophiles, est activée par une voie de 
signalisation impliquant l'axe TAKI/p38/PI3K. 
- Rôle de la kinase Mnkl dans la traduction des gènes de chimiokines. 
Alors que les voies de signalisation menant à la transcription des gènes des cytokines 
sont assez bien caractérisées chez les neutrophiles, celles contribuant à la traduction de 
ces gènes étaient pratiquement indéterminées dans ces cellules avant les travaux décrits 
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dans cette thèse. Elles étaient inférées à partir de résultats obtenus dans d'autres types 
cellulaires où il a été décrit que MNKI phosphoryle directement des molécules 
impliquées dans l'étape limitante de la traduction (GINGRAS et al., 1999). Étant donné 
le fait que la MNKI est un substrat des MAPKs p38 et ERKI/2 (WASKIEWICZ et al., 
1997) qui sont elles-mêmes fortement impliquées dans la génération de cytokines chez 
les neutrophiles (CLOUTIER et al., 2007), nous avons déterminé la contribution de 
MNKI au contrôle de la traduction des cytokines. 
Dans le chapitre III de la thèse, nous avons montré que Pactivation de la MNKI en 
réponse à des stimuli inflammatoires chez les neutrophiles humains est nécessaire pour 
la traduction de certaines protéines. Un inhibiteur spécifique de M N K I , le CGP57380, 
ainsi qu'un dominant négatif, ont causé dans chacun des cas une forte diminution de la 
sécrétion de cytokines induites par le LPS ou le TNFct chez les neutrophiles et les PLB-
985 granulocytaires, respectivement. De plus, le CGP57380 a renversé l'effet anti-
apoptotique du LPS et du TNFa, et, dans une moindre mesure, de la Dexamethasone, 
en partie en diminuant l'expression de la protéine anti-apoptotique Mcl- I . Afin de 
déterminer les cibles traductionnelles de M N K I , nous avons isolé des complexes 
protéiques se liant à la coiffe en utilisant une coiffe synthétique, le 7-méthyl-GTP (7m-
GTP). De façon inattendue, MNKI n'a pas été détectée à la coiffe des ARNms autant 
chez les neutrophiles au repos que chez les neutrophiles activés par des stimuli induisant 
la synthèse de protéines. De plus, l'inhibition de MNKI par le CGP57380 n'a pas 
influencé la composition des complexes protéiques se liant au 7m-GTP. Nous avons 
confirmé l'efficacité du 7m-GTP à capturer les protéines de la coiffe des ARNms parce 
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que nous avons détecté elF4E, par immunobuvardage, parmi les protéines capturées 
(non montré). elF4E est essentielle à l'initiation de la traduction et sa liaison avec la 
coiffe des ARNms a déjà été montré (KOZAK, 1989; PROUD, 2007). Le CGP57380, à 
l'opposé, a causé une réduction de la phosphorylation de molécules impliquées dans le 
contrôle de l'initiation de la traduction telles que la S6K et les facteurs 4E-BPI. 
L'activation de MNKI causée par la signalisation intracellulaire induite par le LPS et le 
TNFct est fortement diminuée par des inhibiteurs de p38 MAPK et de la kinase 
TAKItandis que les inhibiteurs des voies de MEK/ERK, de PKC, et de PI3K n'ont eu 
aucun effet. En revanche, en réponse au GM-CSF et au fMLP, la phosphorylation de 
MNKI est diminuée par des inhibiteurs des voies de MEK/ERK et de PI3K, mais pas par 
d'autres ciblant p38 MAPK, PKC, et TAKI (données non montrées). Les voies de 
signalisation en amont de la MNKI semblent être variables selon les types cellulaires où 
il a été montré que les voies de la p38 MAPK et de la MEK/ERK sont impliquées dans la 
phosphorylation de MNKI (ANDERSSON et SUNDLER, 2006; FUKUNAGA et 
HUNTER, 1997; WASKIEWICZ et al., 1997). À l'opposé, dans les cellules épithéliales de 
rein, la MNKI est phosphorylée en réponse au LPS d'une manière dépendante de la 
seule p38 MAPK (RAMESH et al., 2007). De plus, chez les keratinocytes, seule la p38 
MAPK est impliquée dans la phosphorylation de MNK I induite par l'anisomycine ou l'IL-
ip (KJELLERUP et al., 2008). Ces résultats indiquent que certains types cellulaires 
utilisent principalement la p38 MAPK pour induire la phosphorylation de M N K I , et, 
chez les neutrophiles, les résultats indiquent qu'ils utilisent la voie de la TAKI/p38 
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MAPK pour induire la phosphorylation de MNKI en réponse au LPS/TNFa et une voie 
où les MEK/ERK et la PI3K sont impliquées en réponse au fMLP/GM-CSF. 
En plus de participer à la production de cytokines, nous avons aussi montré que MNKI 
est impliquée dans la traduction d'autres protéines, comme Mcl- I , qui joue un rôle anti-
apoptotique essentiel chez le neutrophile (DEROUET et al., 2004; EPLING-BURNETTE 
et al., 2001). Cette observation est en accord avec le renversement des effets anti-
apoptotiques du LPS et du TNFa par le CGP57380. Ceci dit, il est concevable que 
MNKI ne soit pas impliquée dans la traduction de toutes les protéines chez les 
neutrophiles. En ce sens, les résultats obtenus chez plusieurs types cellulaires suggèrent 
que M N K I contribue principalement à la traduction de protéines dont la synthèse est 
induite suite à une stimulation par des cytokines et des chimiokines, et, comme montré 
récemment, de protéines virales lors de l'infection (CASTELLO et al., 2009). 
L'absence de substrats conventionnels de MNK I chez les neutrophiles nous a conduit à 
examiner la contribution de son activité dans la phosphorylation de molécules 
impliquées dans le contrôle de la traduction. Nous avons trouvé que le CGP57380 
réduit fortement la phosphorylation de la S6K alors que la phosphorylation de 4E-BPI 
est légèrement affectée. Il a été montré que l'activation de la S6K est nécessaire pour la 
production d'IFNs de type I par les cellules dendritiques en réponse à des agonistes des 
TLRs (CAO et al., 2008). Donc, comme l'activation de la S6K a déjà été décrite dans les 
neutrophiles après une stimulation au GM-CSF (LEHMAN et al., 2003), il est possible 
que MNKI agisse comme une kinase en amont de la S6K chez les neutrophiles. 
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Enfin, exclure certains substrats de MNKI récemment décrits dans d'autres types 
cellulaires. Sans contredit, ces substrats de M N K I , les protéines hnRNP A l et 
PSF.p54nrb, régulent la production de TNFct en stabilisant son ARNm (BUXADE et al., 
2008a; BUXADE et al., 2005); mais, comme nous l'avons montré, l'inhibition de MNKI 
dans les neutrophiles n'affecte nullement les niveaux d'expression en ARNms des 
cytokines. De même, un autre substrat de M N K I , la phospholipase cytosolique A(2) 
(cPLA2), n'est pas une cible de MNKI chez les neutrophiles puisque sa phosphorylation 
n'est pas affectée par le CGP57380. 
- Contribution de l'IL-l8 aux réponses cellulaires déclenchées par les stimuli inflammatoires. 
Dans le chapitre IV de la présente thèse, nous avons montré que les neutrophiles sont 
eux-mêmes une source d'IL-18 dans un contexte inflammatoire, et que celui-ci agit de 
façon autocrine pour faire augmenter leur production de cytokines en réponse au LPS. 
Les neutrophiles expriment de façon constitutive le gène de l'IL-18 ((ROBERTSON et 
al., 2006), et chapitre IV de cette thèse), ce qui concorde avec des résultats obtenus 
dans d'autres types cellulaires comme les PBMCs (KLEIN et al., 1999; MARSHALL et al., 
1999) et les astrocytes (CONTI et al., 1999). La stimulation des neutrophiles par un 
large éventail de stimuli tels le GM-CSF, le fMLP, l 'IL-l, et le Zymosan n'a pas induit 
l'expression du gène de l'IL-18. Par contre, certains ligands des «toll- l ike receptor» 
(TLRs), comme le peptidoglycan (PGN) et le LPS, ainsi que le l'IL-18 lui-même ont causé 
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une augmentation de l'expression de son gène. De plus, nous avons observé que 
l'expression du gène de l'IL-18 chez les neutrophiles est sous le contrôle de N F - K B , en 
accord avec les observations d'autres équipes (CHANDRASEKAR et al., 2004; 
GRANDJEAN-LAQUERRIERE et al., 2007; LEE et al., 2006; W A N G et al., 2007). 
Nous avons observé que les neutrophiles sécrètent de façon constitutive de l'IL-18 
même après 24 h d'incubation, tel que rapporté (JABLONSKA et al., 2005). De plus, 
nous avons observé que les neutrophiles contiennent une quantité non négligeable d'IL-
18 dans un compartiment cellulaire encore non identifié. La seule condition permettant 
d'induire une sécrétion d'IL-18 dans le milieu de culture est le LPS. Nous avons aussi 
montré que les neutrophiles sécrètent de façon constitutive I'IL-I8BP; par contre, la 
sécrétion constitutive d'IL- I8BP n'est pas affectée par l'activation cellulaire. 
Nous avons établi que le rapport molaire entre IL-18 et ILI8BP favorise l'IL-18 en 
conditions de stimulation, ce qui soulève la possibilité que ce dernier puisse amplifier la 
production de cytokines d'une manière autocrine, comme démontré précédemment 
pour le TNFa et l'IL-lp endogènes dans ces cellules (CASSATELLA et al., 1993; MEDA 
et al., 1994). Nos résultats ont montré que la neutralisation de l'IL-18 endogène réduit 
drastiquement la génération de chimiokines par les neutrophiles en réponse au LPS, 
mais pas en réponse au TNFa. De plus, nous avons observé que le TNFa endogène 
contribue partiellement à la production de cytokines induite par l'IL-18 chez les 
neutrophiles. En conclusion, l'effet autocrine de l'IL-18 sur les neutrophiles est en partie 
dû au TNFa endogène. 
171 
Finalement, les effets divers de l'IL-18 comme inducteur de cytokines inflammatoires 
chez les neutrophiles a non seulement confirmé les résultats d'études précédentes ayant 
montré que l'IL-18 active la p38 MAPK chez les neutrophiles (WYMAN et al., 2002), 
mais révélé que l'IL-18 induit aussi l'activation des voies de MEK/ERK, de la PI3K/Akt, et 
de la cascade I K K / N F - K B dans ces cellules. Les voies de signalisation activées par l'IL-18 
ressemblent donc à celles d'autres puissants inducteurs de la production de cytokines, le 
LPS et le TNFa, chez les neutrophiles (CLOUTIER et al., 2007) et représentent autant 
de cibles thérapeutiques potentielles. 
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CHAPITRE VI - CONCLUSION 
- Conclusion générale. 
Nos études sur la régulation transcriptionnelle et traductionnelle de la production de 
chimiokines ont montré le rôle crucial de la voie de la PI3K/Akt et de la kinase MNKI 
chez les neutrophiles humains. De plus, nous avons observé que l'IL-18 agit de façon 
autocrine sur les neutrophiles pour amplifier la sécrétion de chimiokines dans le 
contexte d'une stimulation au LPS. Le lecteur peut se rapporter à la figure 6.1 pour un 
schéma de la signalisation impliquée dans la production de cytokines chez les 
neutrophiles. Compte tenu de l'importance incontestable des neutrophiles dans le 
système immunitaire et de la variété des médiateurs sécrétés par ceux-ci, les nouvelles 
connaissances ajoutées par nos travaux aux mécanismes intracellulaires permettant la 
production des médiateurs inflammatoires sont captivantes et novatrices. 
Nos travaux trouvent encore leur importance dans le fait que les chimiokines sont des 
médiateurs peptidiques absolument essentiels pour la réponse immune parce qu'ils 
dirigent les mouvements des leucocytes (VIOLA et al., 2008; YOSHIE, 2000; ZLOTNIK 
et YOSHIE, 2000). 
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Figure 6.1 Voies de signalisation conduisant à la production de 
cytokines chez les neutrophiles humains. 
Les stimuli inflammatoires, comme le LPS ou le TNFa, induisent l'activation de plusieurs 
kinases en amont de la transcription et de la traduction. La kinase TAKI, notamment, 
joue un rôle critique à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. Dans le noyau, TAKI 
est en amont de l'activation de NF-KB; et, dans le cytoplasme, elle en amont de la 
phosphorylation de facteurs impliqués dans l'initiation de la traduction. La PI3K, quant à 
elle, est importante pour la transcription de certaines cytokines par un mécanisme 
encore inconnu. De plus, l'axe PI3K/AKT contribue également à favoriser la traduction. 
La MNKI, une autre kinase étudiée dans le cadre de cette thèse est, pour sa part, 
également présente au noyau et au cytoplasme. Son rôle dans le noyau est encore 
inconnu tandis que la MNKI cytoplasmique est essentielle pour la traduction des 
cytokines dont la production est induite par des stimuli inflammatoires. Par contre, les 
mécanismes des effets de MNKI sur la traduction sont encore inconnus. L'activation des 
neutrophiles par le LPS cause une augmentation de la sécrétion d'IL-18, d'IL-ip, et de 
TNFa qui agissent de façon autocrine sur les cellules et amplifient les effets du LPS; l'IL-
18 peut induire une certaine production de cytokines par lui-même en utilisant une 
signalisation en aval semblable à celle du LPS. La contribution de l'auteur à la 
connaissance des voies de signalisation menant à la génération de cytokines dans les 
neutrophiles humains est indiquée par des flèches rouges sur la figure. 
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Qui plus est, les chimiokines sont fortement impliquées dans la physiopathologie de 
plusieurs maladies humaines, comme l'infection virale chronique à l'hépatite C 
(HEYDTMANN et ADAMS, 2009), ou dans la croissance tumorale et le phénomène de 
la métastase (NAVARINI-MEURY et CONRAD, 2009; TANAKA et al., 2005). De la 
même façon, l'activation incontrôlée de la voie de la PI3K/Akt dans les cellules du 
système immunitaire est une caractéristique commune de plusieurs pathologies comme 
le cancer, le diabète, et l'arthrite rhumatoïde (KATSO et al., 2001; WEICHHART et 
SAEMANN, 2008). Finalement, l'IL-18 est impliquée dans le développement de maladies 
autoimmunes, inflammatoires, et infectieuses (DINARELLO et FANTUZZI, 2003; 
DINARELLO et al., 2003; GRACIE et al., 2003; KANAI et al., 2003; LIEW et al., 2003). 
En conclusion, nos travaux suggèrent que les neutrophiles pourraient être impliqués 
dans la physiopathologie de maladies qui ont comme composante une sécrétion de 
cytokines débalancée. 
- Perspectives 
Dans le cadre des études portant sur la régulation de la production de cytokines par la 
voie de PI3K/Akt chez les neutrophiles, certaines avenues restent encore à étudier. En 
particulier, nous avons trouvé que PI3K/Akt ne contribue pas de la même façon à la 
transcription de tous les gènes, et le(s) mécanisme(s) précis de cette contribution 
différentielle nous échappe(nt) encore. De plus, nous avons pu démontrer que la sous-
unité p85a de la PI3K participe à la production de cytokines, mais il reste à savoir 
quelle(s) isoforme(s) de p i 10 y participe(nt). Pour ce qui est des études portant sur le 
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rôle de M N K I , nous avons observé la phosphorylation de MNKI en réponse au fMLP, 
au GM-CSF, et à l'IL-18; mais, nous ne savons pas si, en réponse à ces stimuli, la MNKI 
participe à la génération de cytokines. Nous avons également trouvé que MNKI 
contribue à allonger la demi-vie des neutrophiles en réponse au LPS, au TNFct, et à la 
Dexaméthasone. Mais, les mécanismes précis de cette contribution sont à peine connus. 
De plus, la contribution individuelle des isoformes de MNKI à la production de 
cytokines par les neutrophiles est encore inconnue; de même, l'importance de leurs 
localisations cytosolique et/ou nucléaire reste à déterminer. Finalement, nous avons 
montré que l'IL-18 produite par les neutrophiles n'est que faiblement relâchée suite à 
une stimulation au LPS. Par contre, étant donné que les neutrophiles sont fortement 
impliqués dans plusieurs maladies à composantes inflammatoires; il est donc permis de 
supposer que, dans ces conditions, la sécrétion d'IL-18 est complète et que cela 
contribue au débalancement de la réponse de type cellulaire. Les conditions d'activation 
cellulaire favorisant la relâche complète d'IL-18, ainsi que les mécanismes associés, 
restent encore à être identifiées. 
Dans une perspective plus large, les voies de signalisation conduisant à l'activation de la 
PI3K/Akt et de la MNKI pourraient représenter des cibles potentiellement 
intéressantes pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. En 
particulier, la voie de la PI3K semble être une cible prometteuse dans le développement 
de traitements contre le cancer (WORKMAN et al., 2010). D'autre part, l'inhibition de 
MNKI pourrait être intéressante puisque cette kinase semble contribuer seulement à la 
traduction de cytokines et chimiokines dont la production est induite par une activation 
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de la cellule. Dans le même ordre d'idée, la neutralisation de l'effet autocrine de l'IL-18 
sur les neutrophiles pourrait être une stratégie utilisée pour diminuer la gravité des 
effets secondaires de conditions comme le choc endotoxique. 
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